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Abstract 
Background: Studies show that the tumor suppressor gene N-myc downstream regulated gene 2 
(NDRG2) is downregulated in cancer cells, whereas the anti-apoptosis gene Apoptosis Inhibitor 5 
(Api5) is upregulated. Furthermore it is established that there is a complex formation between 
NDRG2 and Api5. The complex formation might result in a blockage of Api5´s function as an in-
hibitor of E2 promoter binding factor (E2F) induced apoptosis. Therefore one may suggest that 
NDRG2 indirectly induces apoptosis and thereby counteracts uncontrolled cell proliferation.  
Hypothesis: The Api5 binding site in NDRG2 is to be found in one of the following regions, the α-
helix 6 domain or after the α/β-hydrolase domain. 
Methods: Based on the hypothesis two mutations are incorporated in the regions mentioned 
above in which it is possible to examine whether the interaction between NDRG2 and Api5 is still 
possible. To examine whether complex formation occurs, a yeast-2-hybrid assay is used. Initial 
experiments are necessary to incorporate the mutations in plasmids which are used in the yeast-
2-hybrid assay. 
Results: Incorporation of mutations and conduction of plasmids was successful. When the α-
helix 6 domain was mutated, no complex formation between NDRG2 and Api5 occurred. The 
complex formation was not affected by the mutation after the α/β-hydrolase domain. 
Conclusion: The results indicate that the α-helix 6 domain in NDRG2 is essential for the binding 
to Api5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   
Resumé 
Baggrund: Studier viser, at tumorsuppressorgenet, N-myc downstream-regulated gene 2 
(NDRG2), er nedreguleret i cancerceller, mens antiapoptosegenet, Apoptosis Inhibitor-5 (Api5), 
er opreguleret. Desuden er det vist, at NDRG2 danner kompleks med Api5. Det foreslås, at kom-
pleksdannelsen resulterer i en blokering af Api5´s hæmmende funktion på E2 promoter binding 
factor (E2F) induceret apoptose. I tilfælde af dette vil NDRG2 således indirekte inducere apopto-
se og derved modvirke ukontrolleret celledeling. 
Hypotese: Api5-bindingsstedet i NDRG2 kan findes i en af følgende to regioner, α-helix 6 domæ-
net eller efter α/β-hydrolase domænet. 
Metoder: På baggrund af hypotesen indføres mutationer i de to nævnte regioner, hvormed det 
undersøges, om kompleksdannelsen mellem NDRG2 og Api5 stadig er mulig. Til at undersøge, 
hvorvidt kompleksdannelsen sker, bruges et gær-2-hybridsystem. Forudgående forsøg er nød-
vendige for at inkorporere mutationerne i plasmiderne, som bruges til gær-2-hybridsystemet.  
Resultater: Indføring af mutationer og formering af plasmider forløb succesfuldt. Ved mutatio-
nen i α-helix 6 domænet forekom der ingen kompleksdannelse mellem NDRG2 og Api5. Kom-
pleksdannelsen var ikke påvirket af mutationen efter α/β-hydrolase domænet. 
Konklusion: Resultaterne indikerer, at α-helix 6 domænet i NDRG2 er essentielt for bindingen til 
Api5. 
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Forord 
Denne rapport er udarbejdet af 2. semester-studerende fra Naturvidenskabeligt Basisstudium på 
Roskilde Universitet. Den tager udgangspunkt i en semesterbinding under titlen ”Modeller, teo-
rier og eksperimenter i naturvidenskab”. Formålet er at opnå erfaring med grundvidenskabelige 
problemstillinger inden for naturvidenskab via eksperimentelt arbejde med et repræsentativt 
eksempel. Projektarbejdet forløb over 4 måneder, hvoraf der i 3 måneder indgik laboratoriear-
bejde.  
Den bagvedliggende motivation udsprang af en interesse for de mekanismer, der ligger til grund 
for udviklingen af cancer samt de bioteknologiske metoder, som benyttes til undersøgelse heraf. 
I en søgen på at komme et skridt nærmere forståelsen af cancer og dermed også fremtidige be-
handlingsmetoder har rapporten til formål at undersøge bindingsstedet mellem to proteiner, 
som spiller en rolle i flere cancertyper.  
Vi vil rette en stor tak til vores interne vejleder, Lektor Cathy Mitchelmore, som har støttet os 
gennem hele forløbet. Det eksperimentelle arbejde i forbindelse med rapporten er vejledt af 
laboratorieoverassistent Kirsten Olesen, som har været til stor hjælp. 
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1 Læsevejledning 
Fagtermer markeret med stjerne forklares i en samlet ordliste eksempelvis ’apoptose*’ som 
findes sidst i rapporten.  
Forkortelser skrives ud første gang, efterfulgt af forkortelsen i parentes – eksempelvis ’Apoptosis 
Inhibitor 5 (Api5)’, og er ligeledes samlet sidst i rapporten.  
Der skelnes mellem gener, enzymer og proteiner ved at skrive gener og enzymer i kursiv. Hvis 
generne er humane skrives de med stort, for eksempel ’API5’. Hvis de ikke er humane skrives 
kun det første bogstav stort, for eksempel ’Api5’. Undtagelsesvist skrives hele genet NDRG2 altid 
med stort, og det humane gen betegnes hNDRG2. 
Fagtermer er så vidt muligt oversat til dansk. I enkelte tilfælde er de engelske termer bibeholdt 
og skrives med kursiv.  
2 Indledning 
Omkring 33.000 nye tilfælde af cancer rammer årligt den danske befolkning, og hvert år dør 
cirka 15.500 heraf. Hver tredje dansker vil på et tidspunkt i deres liv lide af cancer, hvilket gør 
sygdommen til den anden mest hyppige dødsårsag. Cirka 30 % af årlige dødsfald i Danmark skyl-
des cancer. [Kræftens bekæmpelse, 2012].  
Cancer er forårsaget af mutationer i cellers DNA, som påvirker celledeling blandt andet ved at 
hæmme apoptose*, programmeret celledød. I 1996 identificerede Miyatas laboratorium N-myc 
downstream-regulated gene 1 (NDRG1) [Kokame et al., 1996], og i 2001 yderligere tre andre 
medlemmer af familien, NDRG2-4 [Zhou et al., 2001]. Disse gener koder sandsynligvis for apop-
tosefremmende proteiner, og NDRG2 er således et formodet tumorsuppressorgen*. Forskning 
viser, at NDRG2 er nedreguleret i en række cancertyper [Melotte et al., 2010] [Hwang et al., 
2011], men mange spørgsmål omkring dets funktion står dog stadig ubesvarede. Det er derfor 
relevant at foretage videre undersøgelser, som måske i fremtiden kan være nyttige ved udvikling 
af nye cancerbehandlinger. 
Udover opdagelsen af NDRG-generne blev det i 2009 vist, at Apoptosis Inhibitor-5 (Api5) kan 
danne proteinkomplekser med NDRG2 [Cathy Mitchelmore, ikke publiceret materiale]. Api5 er 
et antiapoptotisk* protein og bidrager derfor til celleoverlevelse [Faye & Poyet, 2010] [Rigou et 
al., 2009]. Det ses ligeledes, at proteinet er opreguleret i mange cancertyper [Sasaki et al., 2001] 
[Kim et al., 2000] [Krejci et al., 2007]. En mulig hypotese er, at kompleksdannelsen mellem 
NDRG2 og Api5 resulterer i en blokering af Api5’s antiapoptotiske funktion [Cathy Mitchelmore, 
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ikke publiceret materiale]. Man kunne derfor forestille sig, at NDRG2 i raske celler er medansvar-
lig for regulering af apoptose via dets blokering af Api5. NDRG2 vil i så fald modvirke ukontrolle-
ret celledeling og dermed give cancercellen ringe vækstbetingelser. 
Følgende projekt har til formål at bidrage til grundforskningen i NDRG2. Via eksperimentelt ar-
bejde med et gær-2-hybridsystem ønskes det at bestemme, hvilken region i NDRG2 der fungerer 
som bindingssted for Api5. Der er udvalgt to regioner i NDRG2, som kunne være mulige bin-
dingssteder. De to regioner muteres i projektets eksperimentelle del for at undersøge, om de 
har nogen betydning for kompleksdannelsen. Årsagen til udvælgelsen af disse regioner uddybes 
nærmere i afsnit 9. 
3 Problemformulering 
Hvilken region i NDRG2 er essentiel for interaktion med Api5? 
4 Afgrænsning 
NDRG2 og Api5 er interessante at undersøge, da de muligvis spiller en rolle i cancerudvikling. 
Denne rapport beskæftiger sig hovedsageligt med bindingsstedet mellem NDRG2 og Api5, og 
cancer vil derfor ikke være i fokus. Dog vil apoptose i forhold til NDRG2 og Api5 diskuteres for at 
danne en teoretisk baggrundsforståelse. 
NDRG2 er en del af en familie på 4 medlemmer, men projektet afgrænses til kun at omhandle 
NDRG2. De andre familiemedlemmer omtales kun kort, blandt andet for at fremhæve eventuelle 
vigtige forskelle på proteinerne.  
Projektets problemformulering forsøges besvaret ved eksperimentelt arbejde, men af tidsmæs-
sige årsager afgrænses undersøgelsen til kun at omhandle to regioner i NDRG2. Såfremt disse 
ikke viser sig at være essentielle for kompleksdannelsen mellem NDRG2 og Api5, kan problem-
formuleringen ikke besvares. 
5 Målgruppe 
Følgende rapport henvender sig til molekylærbiologi-interesserede. En grundlæggende viden 
inden for cellebiologi er nødvendig for forståelsen af rapporten.  
6 Semesterbinding 
Semesterbindingen for 2. semester fokuserer på grundvidenskabelige problemstillinger inden for 
naturvidenskab. På baggrund af relevant teori formuleres en hypotese, som gennem naturviden-
skabelige metoder forsøges eftervist. Da forskningen inden for området er relativ ny og begræn-
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set, mangler meget stadig at blive undersøgt. Lektor Cathy Mitchelmore forsker inden for områ-
det, og en del af teorien understøttes af hende. Følgende tre underafsnit vil belyse, hvorledes 
dette projekt opfylder semesterbindingen ”Modeller, teorier og eksperimenter i naturviden-
skab”. 
 
Teori 
For at kunne undersøge hvilken region i NDRG2 der er essentiel for bindingen med Api5, er det 
nødvendigt at undersøge strukturen af NDRG2, for at beslutte mulige targetområder for bin-
dingsstedet. På baggrund af dette er det muligt at opstille en hypotese. Desuden vil det belyses, 
hvilken relevans interaktionen har for apoptose og udvikling af cancersvulster. I den eksperimen-
telle del af projektet udnyttes et gær-2-hybrid system, og der vil derfor fremgå en teoretisk gen-
nemgang af principperne bag metoden. Øvrige metoder gennemgås i afsnit 12. 
 
Model 
Teoridelen bidrager til forståelsen af projektets model, udformet af Cathy Mitchelmore. Model-
len tydeliggør den aktuelle forståelse af problemstillingen. Denne er vist i Figur 1, hvor det illu-
streres at proteinet E2 promoter binding factor (E2F) under sædvanlige omstændigheder pro-
moverer celledeling. Ved en opregulering af E2F vil det derimod inducere apoptose. Api5 binder 
sig via andre proteiner indirekte til E2F og hæmmer den E2F-inducerede apoptose [Faye & Poy-
et, 2010]. Det kan dermed hypoteseres, at NDRG2 indirekte øger apoptose ved en hæmning af 
Api5. 
 
Figur 1 Model for NDRG2 og Api5’s indvirkning på apoptose. E2F inducerer normalt celledeling, men i opreguleret tilstand vil E2F 
inducere apoptose for at kontrollere celledelingen. Api5 hæmmer denne E2F-inducerede apoptose. Modellen illustrerer desuden, at 
NDRG2 kan hæmme Api5’s antiapoptotiske funktion og dermed indirekte øge apoptose [Egenproduktion, modificeret fra model af 
Cathy Mitchelmore]. 
Gærceller bruges som et modelsystem for humane celler. De er simplere opbygget end humane 
celler, hvilket gør dem lettere at arbejde med. Forskning med gærceller gør det muligt at under-
søge forskellige mekanismer i kroppen, som ikke ville kunne opnås med forskning på mennesker. 
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De kan derfor bruges som en model for mammale celler og yderligere i et modelsystem for un-
dersøgelsen af problemstillingen i dette projekt. 
NDRG2 og Api5 danner kompleks i gærceller og sandsynligvis også i humane celler. Det er såle-
des muligt at undersøge kompleksdannelsen efter inkorporering af mutationer i NDRG2. 
Eksperiment 
Følgende rapport er udarbejdet dels på baggrund af relevant litteratur, og dels ved eget ekspe-
rimentelt arbejde. For at bestemme hvorvidt Api5 og NDRG2 kan interagere efter en mutation er 
indsat, udnyttes et gær-2-hybridsystem. Indledningsvis er det nødvendigt at syntetisere plasmi-
der med de ønskede inkorporerede mutationer. Yderligere beskrivelse af den eksperimentelle 
del, vil blive gennemgået i afsnit 11 og 12. 
7 NDRG2  
Siden 2003 har NDRG2 og dets rolle i cancer været genstand for intens forskning. En række stu-
dier har blandt andet vist, at NDRG2-ekspression er nedreguleret i en række cancertyper, og at 
genet virker væksthæmmende på tumorceller [Park et al., 2007] [Wang et al., 2008] [Hummerich 
et al., 2006] [Lee et al., 2008]. Dette påpeger NDRG2’s potentielle funktion som tumorsuppres-
sorgen og/eller metastatisk suppressorgen* [Lorentzen & Michelmore, 2012]. NDRG2 kan inhi-
bere cellevækst og invasion af cancertumorer via adskillige signalveje [Melotte et al., 2010]. En 
af disse signalveje involverer sandsynligvis det antiapoptotiske protein Api5, og NDRG2 hæmmer 
muligvis Api5’s funktion. Netop denne interaktion er essentiel for projektets problemstilling, og 
NDRG2’s proteinstruktur er i denne sammenhæng vigtig at forstå. Følgende gennemgang vedrø-
rer derfor NDRG2’s proteinstrukur og regulering af genet.          
NDRG2 er en del af NDRG-familien bestående af fire medlemmer, NDRG1-4. Herudover findes to 
isoformer af humant NDRG2, NDRG2a og NDRG2b. NDRG2b er 14 aminosyrer kortere [Melotte 
et al., 2010]. De fire NDRG-proteiner har 57-65 % identiske aminosyresekvenser [Qu et al., 2002] 
med størst homologi i et såkaldt α/β-hydrolase-domæne*, som består af otte β-foldeplader kæ-
det sammen af α-helix-domæner [Melotte et al., 2010]. Dette domæne er tilsyneladende ikke 
katalytisk, og NDRG-familien fungerer derfor ikke som hydrolaser* [Shaw et al., 2002]. α/β-
hydrolase-domænet er på Figur 2 markeret med grå områder, og på Figur 3.a med blå og grøn. 
Særligt α-helix 6 er i dette tilfælde interessant, som på Figur 2 er markeret med ’pil 1’, og ses 
øverst i Figur 3.b. Denne region indeholder hydrofobe aminosyrer, som man normalt skulle for-
vente ville danne en indadvendt hydrofob lomme i den tertiære proteinstruktur. Hwang og kol-
leger har dog vist ved en krystallisering af NDRG2b fra aminosyre 23-304, at dette ikke gør sig 
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gældende. Derimod ses det, at de hydrofobe aminosyrer er udadvendte, og de ladede aminosy-
rer er indadvendte. Af denne grund er α-helix 6 let tilgængelig for proteininteraktion, og det er i 
denne sammenhæng også vist, at proteinet β-catenin interagerer her. Ydermere varierer α-helix 
6 væsentligt i aminosyresekvensen i forhold til resten af NDRG-familien [Hwang et al., 2011].  
Der vides ikke meget om betydningen af aminosyresekvensen efter α/β-hydrolase domænet 
(aminosyrerne efter ’pil 2’ i Figur 2). Domænet afviger desuden markant i forhold til resten af 
NDRG-familien og er dermed en kandidat for bindingsstedets placering [Hwang et al., 2011]. 
I dette projekt benyttes NDRG2b, da der hovedsageligt tages udgangspunkt i Hwang og kollegers 
krystallisering. For overskuelighedens skyld betegnes proteinet fremover som NDRG2.    
 
Figur 2 NDRG2’s primær-proteinstruktur. De lysegrå områder angiver α-helix-domæner og de mørkegrå β-foldeplader. Nummere-
ring af α – og β-domæner er angivet øverst, og nummerering af aminosyrer nederst. ’Pil 1’ markerer α-helix 6, som er tilgængelig for 
proteininteraktion. ’Pil 2’ markerer regionen efter α/β-hydrolase-domænet, som varierer meget i forhold til resten af NDRG-familien 
[Egenproduktion, inspiration fra Hwang et al., 2011]. 
 
Figur 3 NDRG2’s tertiær-proteinstruktur. a Fuldkommen tertiær proteinstruktur af NDRG2b. Blå dele angiver α-helix-domæner og 
grønne dele β-foldeplader. Øverst ses α-helix 6. b Detaljeret struktur af α-helix 6. Aminosyrerne er angivet ved bogstav og nummer. 
For nærmere forklaring se afsnit 9 [Modificeret fra Hwang et al., 2011].   
NDRG2 er trods navnet reguleret af cellular myelocytomatosis viral oncogene (c-myc), og ikke 
neuroblastoma-derived myelocytomatosis viral oncogene (N-myc) som NDRG1. c-myc er et pro-
to-onkogen*, og kan derfor bidrage til udviklingen af cancer. Genet koder for en transskriptions-
faktor* af samme navn, som regulerer ekspressionen af bestemte gener. c-myc hæmmer via 
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Myc-interacting zinc finger protein 1 (Miz-1) transskriptionen af NDRG2. Herved udtrykkes 
NDRG2 ikke i så høj grad [Zhang et al., 2006][Yao et al., 2008]. Der er desuden i adskillige cancer-
typer vist en invers sammenhæng mellem NDRG2 og MYC-proteiner [Zhang et al., 2006], hvilket 
indikerer at c-myc muligvis nedregulerer ekspressionen af NDRG2 i cancer [Lorentzen & Mit-
chelmore, 2012].  
8 API5  
Som nævnt interagerer NDRG2 med proteinet Api5 [Cathy Mitchelmore, ikke publiceret materia-
le], som hæmmer apoptose [Faye & Poyet, 2010]. Som Figur 1 synliggør, er det muligvis via den-
ne interaktion, at NDRG2 blandt andet kan fremme apoptose. For nærmere at forstå denne 
eventuelle sammenhæng, samt bindingen mellem NDRG2 og Api5, vil følgende afsnit gennemgå 
væsentlig teori om Api5. 
API5 er et protein, som kodes af genet med samme navn.  Genet API5 er lokaliseret på kromo-
som 11, og det tilsvarende protein er opbygget af 504 aminosyrer [Poyet et al., 2009]. Det er, på 
baggrund af sin antiapoptotiske effekt, også kendt som Anti-apoptosis clone 11 (AAC-11). API5 
blev opdaget i 1997, og dens struktur blev kortlagt i 2012 ved en krystallografi [Han et al., 2012]. 
Trods dette er API5 et relativt uudforsket protein, og viden om dets funktion er stadig ikke kom-
plet.  
API5 har siden dets opdagelse tiltrukket stor opmærksomhed, da det potentielt kan benyttes i 
cancerterapi. Genet er udtrykt i alle væv, og flere undersøgelser viser at API5 er opreguleret i 
tumorceller. En sådan opregulering vil hæmme apoptose, og dermed skabe god forudsætning 
for uhæmmet cellevækst. Med henblik på cancerterapi er der interesse for en blokering af API5, 
og der søges i dag efter nye kandidater, som kan blokere API5 og dermed hæmme dets funktion 
[Faye & Poyet, 2010]. 
I 2006 erfarede Morris og kolleger, at E2F-induceret apoptose er nedreguleret af Api5 [Morris et 
al., 2006]. Normalvis regulerer transskriptionsfaktoren E2F-ekspressionen af essentielle protei-
ner, der indgår i cellecyklen*. Ved opregulering af E2F vil der derimod ske en initiering af apop-
tose. Det er denne apoptose, Api5 nedregulerer. Interaktionen mellem Api5 og E2F foregår ved 
en indirekte interaktion, som involverer andre proteiner. Sammenhængen illustreres på Figur 4. 
Hvis der sker en ukontrolleret celledeling, hvor apoptosen ikke er tilstrækkelig, vil dette danne 
gode vækstbetingelser for en cancersvulst [Faye & Poyet, 2010]. 
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Figur 4 Model der illustrerer E2F’s betydning for celledeling og apoptose. Den sorte pil til venstre angiver at E2F normalvis promo-
verer celledeling. Den røde pil angiver at en opregulering af E2F inducerer apoptose. Denne apoptose er Api5 i stand til at hæmme 
[Egenproduktion, modificeret fra model af Cathy Mitchelmore]. 
 
9 Hypotese 
For at kunne bestemme bindingsstedet for Api5 på NDRG2 er det nødvendigt at opstille en hypo-
tese. Denne hypotese skal således være et kvalificeret bud på, hvor bindingsstedet kunne befin-
de sig, og hvor en mutation derfor indføres. 
Hwang og kolleger har tidligere vist, at α-helix 6-regionen i NDRG2 er et bindingssted for protei-
net β-catenin. Ydermere er det i samme undersøgelse vist, at aminosyrerne i denne region er 
udadvendte i proteinstrukturen trods deres hydrofobe egenskaber. Regionen er dermed let til-
gængelig for proteininteraktion [Hwang et al., 2011].  Dette leder til opstilling af den hypotese, 
at netop denne region er vigtig for protein-interaktion. Om α-helix 6 ligeledes er et bindingssted 
for Api5, undersøges således ved indførelse af en mutation. I dette forsøg indføres som Hwang 
og kolleger en L172D-mutation. Navnet henviser til en mutation i basesekvensen kodende for 
aminosyre nummer 172 i NDRG2. Leucin med baserne CTA muteres til asparaginsyre, GAT. Da 
leucin er en hydrofob aminosyre i modsætning til asparaginsyre, som er negativt ladet, kunne 
man forestille sig, at denne mutation vil ændre den udadvendte proteinstruktur. Dette vil sand-
synligvis besværliggøre en binding til Api5, såfremt α-helix 6 er bindingssted.  
Som nævnt varierer regionen efter α/β-hydrolase-domænet væsentligt i aminosyresekvensen i 
forhold til resten af NDRG-familien, og der vides generelt meget lidt om funktionen af denne 
region. Det vurderes derfor, at der her kan befinde sig et muligt bindingssted for Api5. Der indfø-
res af denne grund en anden mutation i et sideløbende forsøg. Mutationen kaldes S305X, og er 
et stopcodon (TAA) efter α/β-hydrolase-domænet i NDRG2. Således vil regionen efter stopcodo-
net ikke transskriberes. Navnet på mutationen indikerer, at mutationen indføres i basesekven-
sen for aminosyre nummer 305, serin.   
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Ovenstående hypotese er således, at Api5-bindingsstedet i NDRG2 muligvis kan findes i en af 
følgende to regioner: 
 α-helix 6.  
 Efter α/β-hydrolase-domænet. 
Regionerne undersøges ved at indføre følgende to mutationer: 
 L172D: Ændring af aminosyre leucin (hydrofob) til asparaginsyre (hydrofil).  
 S305X: Indsættelse af stopcodon efter α/β-hydrolase-domænet.  
I dette projekt benyttes et gær-2-hybridsystem, til eftervisning af hypotesen. Dette er en gene-
tisk analysemetode, som bruges til at undersøge proteininteraktioner in vivo. I dette tilfælde er 
det således proteininteraktionen mellem muteret NDRG2 og Api5. Såfremt der ikke er nogen 
kompleksdannelse mellem de to proteiner, indikerer dette, at den muterede region er essentiel 
for bindingen. Ved kompleksdannelse for begge mutationer er det ikke muligt at besvare pro-
blemformuleringen. 
10 Gær-2-hybridsystem 
Til undersøgelse af proteininteraktion benyttes et gær-2-hybridsystem. Gærceller er som huma-
ne celler eukaryote, og en del af de cellulære processer i de to typer celler er sammenlignelige. 
Af denne årsag kan gærceller være en god og simpel model for humane celler. 
Gær-2-hybridsystemet udnytter strukturen af galaktosidase 4 (Gal4), en specifik transskriptions-
faktor for systemet, som kan initiere transskriptionen af et reportergen* i gærcellen. Gal4 er 
opdelt i to fysisk separate domæner, et aktiveringsdomæne (AD) og et bindingsdomæne (BD). 
Gal4-AD binder RNA-polymerasen*, og Gal4-BD bindes til et aktiveringssite på DNA’et, kaldet 
upstream activating site (UAS). Dette er placeret opstrøms for reportergenet. Når Gal4-AD og 
Gal4-BD er i tæt kontakt, men ikke nødvendigvis kovalent bundet til hinanden, kan Gal4 aktivere 
transskriptionen af reportergenet Lac-Z. Denne sammenhæng illustreres i Figur 5.a.  
I gær-2-hybridsystemet indsættes to plasmider indeholdende gener for de to proteiner, som 
ønskes undersøgt. I dette projekt er det således et plasmid indeholdende NDRG2 med den øn-
skede mutation, og et plasmid indeholdende Api5. Det udnyttes nu, at genet for Gal4 kan adskil-
les i Gal4-BD og Gal4-AD, som inkorporeres i hvert deres plasmid. Disse er begge placeret i for-
længelse af henholdsvis NDRG2 og Api5 således, at læserammen er kontinuert, og der dannes to 
fusionsproteiner ved transskriptionen af plasmiderne. Disse er illustreret på Figur 6.   
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Gal4-BD er fusioneret med det protein, som kaldes bait. Det er dette protein, som ønskes under-
søgt, og som tiltrækker det kendte protein kaldet prey. Prey er fusioneret med Gal4-AD på det 
andet plasmid. I dette tilfælde er NDRG2 bait og Api5 prey. Uafhængigt af hinanden kan de to 
fusionsproteiner ikke initiere transskriptionen af reportergenet, som illustreret på Figur 5.b og 
Figur 5.c. Hvis proteinerne derimod interagerer, vil de to fusionsproteiner tilsammen danne et 
transskriptionsapparat* bestående af transskriptionsfaktorer og RNA-polymerase*, og reporter-
genet udtrykkes som det ses på Figur 5.d.  
 
 
 
 
 
Gærcellerne gøres afhængige af kompleksdannelsen, idet de er manipulerede til kun at synteti-
sere essentielle næringsstoffer ved transskription af reportergenet. Kun ved proteininteraktion 
vil gærcellen overleve. Det er derfor nødvendigt, at pladen hvorpå gærcellerne vokser, ikke in-
deholder de pågældende næringsstoffer, hvis der skal ske en selektion af gærceller uden kom-
pleksdannelse. Reportergenet Lac-Z koder for enzymet β-galactosidase, som kløver substratet 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (X-gal) til galaktose samt et blåt produkt. Dette 
Figur 5 Gær-2-hybridsystem. I gærceller undersøges kompleksdannelse mellem to proteiner, bait og prey a Transskriptionsfaktoren 
Gal4 består af to domæner, AD og BD, som ved tæt kontakt med hinanden aktiverer transskriptionen af reportergenet Lac-Z. b Gal4-
BD og bait kan danne et fusionsprotein, hvis de er placeret i forlængelse af hinanden på et plasmid. Dette fusionsprotein kan ikke 
alene initiere transskriptionen af reportergenet. c Gal4-AD og prey kan ligeledes danne et fusionsprotein, hvis de er placeret i forlæn-
gelse af hinanden på et plasmid. Dette protein kan ikke alene initiere transskriberingen af reportergenet. d Når to plasmider med 
henholdsvis Gal4-BD+bait og Gal4-AD+prey transformeres ind i gærcellen, vil der transskriberes to fusionsproteiner. Såfremt bait og 
prey interagerer, vil transskriptionen af reportergenet Lac-Z forekomme [Egenproduktion. Inspiration fra Chien et al., 1991]. 
 
Figur 6 Plasmider, som benyttes i projektets gær-2-hybridsystem. Til venstre ses plasmidet indeholdende genet for fusionsprote-
inet mellem Gal4-BD og NDRG2. Til højre ses plasmidet indeholdende genet for fusionsproteinet mellem Gal4-AD og Api5. Det ses 
at læserammen for fusionsgenerne er kontinuert, og vil transskriberes sammen. Det udnyttes desuden, at Gal4 kan adskilles i to 
fysisk separate domæner [Egenproduktion]. 
 
10 
 
gør det muligt at se, om kompleksdannelsen forekommer. Det er ligeledes muligt at opspore 
mængden af blå farve for dermed at bestemme graden af kompleksdannelse. Dette gøres dog 
ikke i dette projekt. Som yderligere positiv kontrol benyttes to reportergener, HIS3 og ADE2, som 
koder for enzymer, der medvirker til syntesen af henholdsvis histidin og adenin. Disse er essenti-
elle næringsstoffer, som udelades på agarpladen, og dermed kontrolleres kompleksdannelsen 
også herved. HIS3 og ADE2 har som Lac-Z et bindingssted for Gal4, og transskriptionen af de tre 
reportergener vil derfor alle initieres ved kompleksdannelse [Chien et al., 1991] [Nelson & Cox, 
2008] [Griffiths et al., 2012].  
Hvis det er muligt at eftervise dette projekts hypotese, vil gær-2-hybridsystemet således resulte-
re i en manglende vækst i en af de to mutationer. Den manglende vækst vil indikere, at den mu-
terede region er essentiel for kompleksdannelsen mellem NDRG2 og Api5.  Desuden er det mu-
ligt ved brug af X-gal at observere, om der er nogen kompleksdannelse, hvilket ses ved tilstede-
værelsen af blå farve.    
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11 Anvendte bioteknologiske metoder 
For at benytte et gær-2-hybridsystem er det nødvendigt 
først at producere anvendelige plasmider. Disse skal inde-
holde NDRG2 med den ønskede mutation, og genet skal 
placeres i forlængelse af Gal4-BD. Vektoren*, som benyt-
tes i dette projekt, kaldes pGBKT7. Desuden udleveres 
plasmidet pGADT7-Api5, som indeholder Api5 og Gal4-AD 
og bruges i gær-2-hybridsystemet. Projektets eksperimen-
telle del forløber i to sideløbende forsøg; forsøg 1 med 
L172D og forsøg 2 med S305X. Forløbet er illustreret på 
Figur 7.  
Til at inkorporere mutationerne findes forskellige meto-
der. I dette projekt benyttes for L172D ligering, og for 
S305X site-directed mutagenese. Disse og følgende meto-
der beskrives i afsnit 12. I forsøg 1 benyttes et plasmid, 
pSDM, som indeholder det muterede gen NDRG2-L172D. 
At genet med sikkerhed indeholder mutationen er be-
stemt på forhånd ved en sekventering, en metode til kort-
lægning af DNA-sekvenser. Efterfølgende skæres NDRG2-
L172D ud af plasmidet med restriktionsenzymer og inkor-
poreres i vektoren pGBKT7 ved ligering, hvor enzymet 
ligase* sammensætter de to plasmid-stykker. I forsøg 2 
indeholder pGBKT7 allerede genet for NDRG2, og mutati-
onen inkorporeres som beskrevet ved site-directed muta-
genese. Efterfølgende er forløbet stort set identisk for de 
to forsøg.  
Når mutationerne er inkorporerede, indføres plasmiderne 
i bakterieceller ved transformation. Bakteriecellerne 
opformeres på agarplader, og herefter opformeres en-
kelte kolonier ved podning. Ved Miniprep DNA oprenses 
plasmiderne fra bakteriecellerne og skæres herefter med 
Figur 7 Projektets eksperimentielle forløb. Der 
foretages to sideløbende forsøg med to forskellige 
mutationer. Metoden til at indføre mutationen i 
vektoren er forskellig i de to forsøg, henholdsvis 
ligering og site-directed mutagense. Efterfølgende 
benyttes de samme metoder, og i sidste ende et 
gær-2-hybridsystem.  
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restriktionsenzymer. I forsøg 1 er det ved en gelelektroforese muligt at påvise, at NDRG2-L172D 
er indført, idet ét af fragmenterne vil være større end, hvis fragmentet med mutationen ikke er 
indført. Da S305X indeholder et restriktionssite*, vil en gelelektroforese ligeledes kunne vise om 
mutationen er indført, idet der vil forekomme et ekstra restriktionsfragment. Når det er påvist, 
at vektorerne indeholder NDRG2 med de ønskede mutationer, kan disse transformeres ind i 
gærceller. Ligeledes foretages dette for pGADT7-Api5. Gærceller med henholdsvis den ønskede 
NDRG2-mutation og Api5 formeres, og nye gærstammer indeholdende begge plasmider kan 
således benyttes i gær-2-hybridsystemet. 
12 Resultater 
Følgende afsnit præsenterer og analyserer projektets eksperimentelle resultater. Det har desu-
den til formål at danne en teoretisk forståelse for de benyttede metoder. Resultater fra mislyk-
kede forsøg kan aflæses i appendix, afsnit 17.5. Til de eksperimentelle forsøg benyttes 
hNDRG2b, der som nævnt betegnes NDRG2. Desuden er Api5 udtaget fra mus, som er 98 % ho-
mologt med API5 [Van den Berghe et al., 2000]. 
12.1 Forsøg 1: L172D 
12.1.1 Sekventering af pSDM 
Til inkorporering af NDRG2-L172D i vektoren 
pGBKT7, tages udgangspunkt i en mindre vektor 
kaldet pSDM, som er produceret på forhånd. Den-
ne ses på Figur 8 og indeholder NDRG2-genet med 
den ønskede mutation. For at sikre, at mutationen 
er inkorporeret i genet, er der foretaget en sekven-
tering af pSDM. I dette projekt bruges cycle-
sekventering også kaldet Sanger-sekventering 
[Campbell et al., 2011]. Resultater for sekventering 
af pSDM viser, at mutationen er inkorporeret. Den 
fuldkomne sekvens kan aflæses i appendix, afsnit 
17.4.  
Figur 8 pSDM (5046 bp). Vektoren indeholder NDRG2-
L172D samt genet for kanamycinresistens, Kan(R), og 
genet for ampicilinresistens, Amp(R). Der skæres med 
restriktionsenzymerne NcoI og XhoI. [Cathy Mitchelmore, 
2012] 
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12.1.2 Skæring af pSDM og pGBKT7 
Til at skære NDRG2-L172D ud af pSDM bru-
ges restriktionsenzymer. Disse er meget 
specifikke og genkender typisk fire til otte 
nukleotider, som det ses på Figur 9.a. Her 
bryder enzymet en sukker-fosfat-backbone i 
det dobbeltstrengede DNA, hvorved der 
dannes restriktionsfragmenter [Campbell et 
al., 2011]. Kløvningen sker ved hydrolyse 
uden brug af ATP, og er illustreret i Figur 
9.b. Det ses her, at udhængene eksponeres 
efter skæring, og ved brug af DNA-ligase kan de sættes sammen med et nyt stykke DNA, der 
ligeledes er klippet med samme restriktionsenzym [Pingoud & Jeltsch, 2011]. 
Der findes fire typer af restriktionsenzymer. I dette projekt benyttes type II restriktionsenzymer, 
blandt andet HindIII*, som er illustreret på Figur 9. I alle type II enzymer, er genkendelsesse-
kvensen palindromisk, og er derfor identisk uanset læseretning [Pingoud & Jeltsch, 2011].  
Til skæring af pSDM benyttes restriktionsenzymerne XhoI og NcoI. Som det ses på Figur 8 vil 
disse kløve DNA’et fire steder. Der fås således fire restriktionsfragmenter med størrelserne: 
 XhoI (2) – NcoI (1078): 1076 bp 
 NcoI (1078) – XhoI (1085): 7 bp 
 XhoI (1085) – NcoI (2515): 1430 bp 
 NcoI (2515) – XhoI (2): 2533 bp 
For at undersøge, om fragmenterne har den forventede størrelse, benyttes metoden gelelektro-
forese, som bruges til at adskille molekyler. Metoden har fordel i at makromolekyler, eksempel-
vis nukleinsyrer og proteiner, har forskellig negativitet og størrelse. I et kar med en elektrode i 
hver ende tilsættes en støbt polymerisk gel, eksempelvis en agarosegel. I den negative ende er 
dannet en række brønde, hvori det undersøgte materiale placeres. Desuden tilsættes loading 
dye og ethidiumbromid. Loading dye er som regel en blanding af ethylen diamin tetra-acetat 
(EDTA), sukrose og bromphenolblåt. EDTA stopper enzymaktiviteten ved at binde positive ioner 
og sukrose gør blandingen tungere, således at DNA’et synker ned i brønden. Bromfenolblåt er en 
markør for, hvornår gelen er kørt færdig. Ethidiumbromid bindes til DNA’et, og gør det muligt at 
Figur 9 Restriktionsenzymet HindIII. Et udsnit af DNA hvor HindIII 
skærer ved det specifikke restriktionssite A A G C T T. Det ses at 
læserammen er ens fra 3’ til 5’ og 5’ til 3’. a Et udsnit af DNA-
genkendelsessekvensen for HindIII b De to fragmenter er skåret fra 
hinanden og udhængende er nu eksponeret [Egenproduktion]. 
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Figur 11 Gelelektroforese af pGBKT7 frag-
ment (7277 bp) og NDRG2-L172D (1076 bp). I 
brønd 1 og 2 ses pGBKT7-fragmentet, i brønd 1 
i en 10 gange højere fortynding. I brønd 3 
forekommer fragmentet NDRG2-L172D, men 
kan på grund af ringe billedkvalitet ikke ses på 
figuren. 
se fragmenterne under ultraviolet lys. Ved at tilføre elektrisk ladning, vil molekylerne, som er 
negativt ladede, vandre mod den positive ende af gelen. Gelen i karet består af lange polymere 
fibre, som vanskeliggør vandringen for længere molekyler.  Molekyler, der er større, vil i højere 
grad bremses i gelen. Dette resulterer i, at molekyler med en bestemt ladning og størrelse van-
drer lige langt i gelen [Campbell et al., 2011]. Til at bestemme fragmentstørrelserne køres til 
sammenligning en række fragmenter med 
kendte størrelser, hvorved der fremkommer 
en såkaldt KB-ladder.   
Restriktionsfragmenterne ved skæring af 
pSDM har den forventede størrelse. Der er 
ikke taget noget billede af disse, idet frag-
mentet NDRG2-L172D på 1076 bp skæres ud 
af gelen. Dette fragment skal inkorporeres i 
vektoren pGBKT7, som ses på Figur 10. 
Plasmidet indeholder Gal4-BD, der skal 
sidde i forlængelse af NDRG2-L172D, idet 
der i gær-2-hybridstemet skal dannes et 
fusionsprotein mellem disse. pGBKT7 skæres med NcoI og 
SalI for at åbne vektoren, således at NDRG2-L172D kan 
indsættes. Denne køres ligeledes på en gel. 
Fragmenterne bør, som det udledes af Figur 10, have stør-
relserne: 
 SalI (1316) – NcoI (1289): 7277 bp 
 NcoI (1289) – SalI (1316): 27 bp 
Resultaterne er som forventet, og fragmentet på 7277 bp 
skæres ud af gelen, da denne udgør vektoren for NDRG2-
L172D fragmentet. 
NDRG2-L172D fragmentet (1076 bp) skåret ud af pSDM 
samt det store vektorfragment fra pGBKT7 (7277 bp) køres 
begge på en gel. Resultatet ses på Figur 11. I brønd 1 og 2 
ses pGBKT7-fragmentet, hvor det i brønd 1 er en 10 gange 
Figur 10 pGBKT7 (7304 bp) Vektoren indeholder et Gal4- bindings-
domæne, genet for kanamycinresistens, Kan(R), samt genet TRP1. 
Der skæres med Nco1 og Sal1.   
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højere fortynding. NDRG2-L172D forekommer i brønd 3, men ses kun meget utydeligt grundet 
den ringe billedkvalitet. De to forskellige opløsninger i brønd 1 og 2 bruges til sammenligning af 
forholdet mellem de to fragmenter, som skal ligeres sammen. Disse bør være i lignende koncen-
trationer. Da fragmentet i brønd 3 er i en høj fortynding, bør koncentrationen af fragmentet i 
brønd 1 være at foretrække, da denne ligeledes har en høj fortynding.  
12.1.3  Ligering  
Til at sammensætte den skårede vektor pGBKT7 og fragmentet NDRG2-L172D benyttes metoden 
ligering. Dette er en proces, hvor DNA-ligase sammenføjer DNA-stykkerne på sukker-fosfat-
backbone af DNA’et [Berg et al., 2002] [Nelson & Cox, 2008].  De to fragmenter tilsættes en tube 
med buffer og DNA-ligase samt H2O for at opnå den korrekte koncentration. Som tidligere be-
skrevet, kan udhæng skåret med samme restriktionsenzym ligeres. I dette tilfælde sammenføjes 
dog to udhæng skåret med forskellige enzymer, henholdsvis SalI og XhoI. Da genkendelsesse-
kvensen er stort set identisk for restrikti-
onsenzymerne, vil udhængene dog være 
kompatible og vil derfor kunne ligeres. Så-
fremt ligeringen er vellykket, dannes et 
plasmid kaldet pGBKT7-NDRG2-L172D, som 
ses på Figur 12. Desuden foretages en kon-
trol-ligering udelukkende med pGBKT7-
fragmentet. Da udhængene på dette frag-
ment ikke passer sammen, burde der ikke 
kunne foretages en succesfuld ligering ved 
denne kontrol. Resultatet af denne kontrol 
kan aflæses ved en efterfølgende transfor-
mation beskrevet nedenfor.  
12.1.4 Transformation af E. Coli 
For at benytte plasmidet pGBKT7-NDRG2-L172D i et gær-2-hybridsystem er det nødvendigt at 
opformere plasmiderne. Til dette udnyttes bakteriecellen E. coli, som optager plasmiderne ved 
metoden transformation. Ordet transformation dækker over optag af fremmed DNA i eksempel-
vis bakterie- eller gærceller. En bakterie kan optage DNA fra en anden bakterie og dermed inde-
holde arvemateriale fra to forskellige celler. Værten er ved kunstig behandling gjort kompetent, 
så den nemt kan optage det ønskede plasmid. Yderligere gives et varmechok for at gøre celle-
membranen porøs [Snyder & Champness, 2007].  
Figur 12 pGBKT7-NDRG2-L172D (8353 bp). Vektoren indeholder 
NDRG2-L172D, GAL4-BD, genet for kanamycinresistens (KanR) samt 
genet TRP1. Desuden findes tre restriktionssites for HindIII. 
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Der udnyttes antibiotikaresistens for at kontrollere, hvorvidt bakteriecellerne har optaget det 
ønskede plasmid. Som det ses på Figur 12 indeholder pGBKT7-NDRG2-L172D kanamycinresi-
stens, og cellerne vokser således på agarplader tilført kanamycin. Dette vil medføre overlevelse 
af kun de modstandsdygtige bakterier med inkorporerede plasmider.  
Ved transformationen benyttes E. coli XL 10-Gold celler, som er velegnede til transformation af 
større plasmider. Da vi før har foretaget en vellykket transformation af samme E. coli-celler (se 
appendix, afsnit 17.2), er det vist, at cellerne kan benyttes, at resistensgenet virker, samt at bak-
terierne ikke i sig selv indeholder genet for kanamycinresistens. Derfor foretages denne gang 
ingen kontrolforsøg. 
Tabel 1 Transformation af E. coli X L10-Gold celler med pGBKT7-NDRG2-L172D. 
 pGBKT7-NDRG2-L172D 
(100 µl) 
pGBKT7-NDRG2-L172D (rest) pGBKT7 skåret med 
NcoI og SalI (100 µl) 
Antal bakterie- 
kolonier 
100 256 Ingen 
 
Som forventet ses en vækst på de to plader med pGBKT7-NDRG2-L172D, da disse indeholder 
plasmider med kanamycinresistens. Om plasmiderne reelt set indeholder NDRG2-L172D er dog 
endnu ikke påvist. Kontrollen på tredje agarplade vokser ikke, da der som forventet ikke er sket 
en ligering på grund af ukompatible udhæng, og plasmidet dermed er lineært. Derved kan bakte-
rien ikke udnytte kanamycinresistensen og dør.  
12.1.5 Podning af E. coli 
For at benytte de dannede plasmider, udtages enkelte bakteriekolonier fra agarpladen. Disse 
prikkes i forskellige rør indeholdende LB medie og kanamycin. Dette giver bakterierne gode 
vækstbetingelser, og samtidig sikres det, at ingen bakterier uden plasmidet overlever. Ved inku-
bation ved 37 grader vil bakterierne opformeres. 
12.1.6 Miniprep DNA 
For at kunne anvende plasmiderne i et gær-2-hybridsystem, er det nødvendigt først og fremmest 
at undersøge om disse indeholder NDRG2-L172D. Dette kan undersøges ved en skæring, men 
først må plasmiderne oprenses fra bakteriecellerne ved metoden Miniprep DNA.  
I dette tilfælde benyttes et GenElute Plasmid Miniprep Kit. For at få plasmiderne på ren form ud 
af bakterierne er lysering*, en opløsning af cellemembranen, nødvendig. Der tilsættes en basisk 
opløsning kaldet lysis solution, som består af natrium dodecyl sulfat (SDS) og natriumhydroxid. 
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Dette opløser cellemembranen og denaturerer proteiner og DNA i cellen, inklusiv plasmidet. Når 
en neutraliserende væske, Neutralization Solution, tilsættes, vil opløsningen blive mindre basisk, 
og plasmid DNA renatureres i modsætning til det kromosomale DNA. Dette skyldes, at plasmider 
er mindre end det kromosomale DNA og derfor har lettere ved at renaturere. Når blandingen 
spinnes vil SDS og cellerester, såsom proteiner, lipider og kromosomalt DNA, bundfælde. På 
denne måde er de rene plasmider separeret fra celleresterne. Plamid-DNA’et opsamles i en col-
lection tube, hvor det renses fra de sidste urenheder og salte [Sigma-Aldrich, 2011].  
12.1.7 Skæring af pGBKT7-NDRG2-L172D 
For at teste indsættelsen af NDRG2-L172D i vektoren skæres denne med restriktionsenzymer.  
pGBKT7-NDRG2-L172D skæres med HindIII. De forventede fragmentstørrelser er således (udledt 
af Figur 12): 
 HindIII (738) – HindIII (2655): 1917 bp 
 HindIII (2655) – HindIII (7593): 4938 bp 
 HindIII (7593) – HindIII (738): 1498 bp 
Desuden skæres vektoren pGBKT7 uden NDRG2-L712D med HindIII til sammenligning. Denne 
forventes at have følgende fragmentstørrelser (udledt af Figur 10): 
 HindIII (738) – HindIII (1606): 868 bp 
 HindIII (1606) – HindIII (6544): 4938 bp 
 HindIII (6544) – HindIII (738): 1498 bp 
På Figur 13 er restriktionsfragmenter fra pGBKT7-NRDG2-L172D kørt i brønd 1 til 5 og 7 til 11. 
Ved disse brønde, undtagen brønd 9, ses det, at fragmenterne har de forventede størrelser på 
cirka 1500, 1900 og 5000 bp. Det kan derfor udledes, at disse skårede plasmider indeholder 
fragmentet NDRG2-L172D. I brønd 6 køres pGBKT7-fragmenterne til sammenligning, hvorved 
det ses, at de har de forventede størrelser på knap 900, 1500 og 5000 bp. I brønd 12 er pGBKT7 
skåret med NcoI og SalI, som tidligere beskrevet ikke kunne ligeres. Det ses, at HindIII tilsynela-
dende ikke har skåret dette fragment, men hvorfor vides ikke.  
Plasmiderne i brønd 3 og 4 udvælges til at bruges i gær-2-hybridsystemet. 
Resultater fra transformation af gærceller, formering af gærceller samt gær-2-hybridsystemet 
angives fælles for forsøg 1 og forsøg 2, se afsnit 12.3.  
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Figur 14 pGBKT7-NDRG2 (sort) med oligonukleotider (blå). Den øverste primer kaldes for top, og starter med baserne CGA og 
slutter med GAC. Den nederste primer kaldes bottom og starter med GCT og slutter med CTG. Baserne mellem disse er hverken 
indført for top eller bottom. Læserammen for hver af oligonukleotiderne er ligeledes indført. 
 
Figur 13 Gelektroforese af GBKT7-NDRG2-L172D skåret med HindIII. Alle brøndene viser tre tydelige bånd. Da fragmenterne har 
den forventede størrelse antages det , at mutationen L172D er indført   
 
12.2 Forsøg 2: S305X 
12.2.1 Site-directed mutagenese 
I forsøg 2 benyttes metoden QuickChange II site-directed mutagenese til at indføre mutation 
S305X i NDRG2. Metoden tager udgangspunkt i et dobbelt-strenget methyleret* plasmid, marke-
ret med sort i Figur 14. Dette plasmid kaldes pGBKT7-NDRG2, og indeholder således Gal4-BD og 
NDRG2. Mutationen S305X inkorporeres i genet ved hjælp af oligonukleotider*, som er korte 
kæder enkeltstrenget DNA. I dette tilfælde er de 32 nukleotider langt og benævnes top og bot-
tom. De fungerer som primere og indeholder den mutation der ønskes indført. Disse er markeret 
som blå prikker på Figur 14 og Figur 15.a.  
 
Deoxyribonukleotider kan ved hjælp af DNA-polymerase forlænge de to oligonukleotider, hvilket 
ses på Figur 15.b. Disse hæftes dog ikke sammen i enderne hvorved der opstår små huller mel-
lem DNA-strengene - såkaldte nicks. Da disse er placeret forskudt af hinanden, som illustreret på 
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Figur 15.c, vil strengene alligevel forblive sammen cirkulært, og på denne måde danne et nyt 
cirkulært plasmid. For at processen kan forløbe, gennemgår blandingen opvarmning og nedkø-
ling i cykler. Reaktionen minder om en PCR-reaktion* og foretages ligeledes i en PCR-maskine. 
Det er dog udelukkende de originale methylerede DNA-strenge, der fungerer som skabelon, og 
der er derfor snarere tale om en lineær amplifikation. Ved lineær amplifikation dannes i princip-
pet to lineære enkeltstrengede DNA-stykker for hvert plasmid. Når processen er forløbet, tilsæt-
tes restriktionsenzymet DpnI, som nedbryder de methylerede DNA-strenge, som det ses på Figur 
15.c. På denne måde bør alle resterende plasmider indeholde den ønskede mutation. På Figur 
15.d ses det, at plasmidet optages i en bakteriecelle ved transformation, hvor DNA-strengene 
hæftes sammen af bakteriets eget ligase [Agilent Technologies, 2012]. 
 
 
 
 
Da begge oligonukleotider skal transskriberes i læserammen 5’ til 3’, vil retningen af S305X bot-
tom blive skrevet i den inverse retning.  
S305X top  5’ GCTACATGGCCTAAGCTTGCATGACTCGCCTG 3’ 
S305X bottom  5’ CAGGCGAGTCATGCAAGCTTAGGCCATGTAGC 3’ 
Baser markeret med fed, er de der muteres og dem markeret med gul, indikerer hvor der er 
muteret til et stopcodon.  Baserne efter stopcodonet er da også muteret, hvormed der frem-
kommer en sekvens med baserne TAAGCTT. Baserne AAGCTT er et restriktionssite for restrikti-
onsenzymet HindIII, som det ses i Figur 9. Det er grundet dette restriktionssite, at der i en re-
striktionsanalyse vil fremkomme fire fragmenter i pGBKT7-NDRG2-S305X i stedet for tre. Det er 
kun muligt at indføre baserne GCTT efter stopcodonet, da dette ikke transskriberes og dermed 
ikke ændrer det udtrykte protein.  
Figur 15 Site-directed mutagenese, QuickChange II. a Oligonukleotider indeholdende mutationen bindes til komplementære, 
methylerede DNA-strenge (sorte). b Ved lineær amplifikation i en PCR-maskine forlænges DNA-strengene ved hjælp af DNA-
polymerase og deoxyribonukleotider. c Restriktionsenzymet DpnI tilsættes, og nedbryder det methylerede DNA. Tilbage er kun DNA-
strenge, som indeholder mutationen (blå). DNA-strengene er ikke hæftet sammen i enderne, hvorved der opstår nicks. d Det danne-
de plasmid transformeres ind i en bakterie og får repareret de to nicks ved hjælp af bakteriens eget ligase [Egenproduktion, modifi-
ceret fra Agilent Technologies, 2012]. 
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Det dannede plasmid kaldes pGBKT7-NDRG2-
S305X, og indeholder nu NDRG2-S305X i 
forlængelse af Gal4-BD. Denne ses på Figur 
16. Om mutationen er indført kan først 
afgøres ved en restriktionsanalyse. 
 
 
 
12.2.2 Transformation af E. coli 
Som i forsøg 1 transformeres E. coli XL 10-Gold celler, og denne gang med det dannede plasmid 
pGBKT7-NDRG2-S305X.  
Tabel 2 Transformation af E. coli XL 10-Gold celler med pGBKT7-NDRG2-S305X. 
 pGBKT-
NDRG2 
(kontrol 1) 
÷ pGBKT-
NDRG2 
(kontrol 2) 
÷ pGBKT-
NDRG2 
(kontrol 3) 
pGBKT-
NDRG2-S305X 
(100 µl) 
pGBKT-
NDRG2-
S305X (rest) 
Antal bakterie-
kolonier 
>100 Ingen >1000 1 56 
Kanamycin + + ÷ + + 
 
Resultaterne er som forventede. Kontrol 1 viser, at bakteriecellerne er kompetente og dermed 
kan optage plasmidet. Da der er kanamycin på pladen, viser kontrollen ligeledes, at plasmidet 
indeholder kanamycinresistens. At der ikke ses nogen vækst på kontrol 2 viser, at bakterierne 
ikke i sig selv indeholder kanamycinresistens, og at det tilsatte kanamycin virker. Kontrol 3 viser, 
at bakteriecellerne i sig selv fungerer. 
På de sidste to agarplader vokser bakteriecellerne med plasmidet pGBKT7-NDRG2-S305X synte-
siteret ved site-directed mutagenese. Som forventet overlever cellerne, idet plasmidet indehol-
der kanamycinresistens. Som sikkerhed fremgår både en plade med 100 µl og en plade med 
resten af cellerne, i tilfældet at 100 µl ikke er tilstrækkeligt. Om mutationen er indført, kan afgø-
res ved en gelelektroforese.  
 
Figur 16 pGBKT7-NDRG2-S305X (8353 bp). Vektoren indeholder 
NDRG2-S305X, Gal4-BD, kanamycinresistens, Kan(R), samt genet 
TRP1. Der er desuden fire restriktionssites for HindIII. 
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12.2.3 Podning af E. coli 
Som i forsøg 1 podes enkelte bakteriekolonier, men mediet S.O.C. benyttes i stedet for LB medie. 
12.2.4 Skæring af pGBKT7-NDRG2-S305X 
For at teste om S305X er inkorporeret korrekt i NDRG2 ved site-directed mutagenese, skæres 
pGBKT7-NDRG2-S305X med HindIII. Som det ses på Figur 16 indeholder S305X et ekstra skæ-
ringssted for HindIII, og der bør således dannes fire restriktionsfragmenter, og ikke tre, såfremt 
mutationen er indført.  
Fragmenterne bør have følgende størrelser (udledt af Figur 16): 
 HindIII (738) – HindIII (2204): 1466 bp 
 HindIII (2204) – HindIII (2655): 451 bp 
 HindIII (2655) – HindIII (7593): 4938 bp 
 HindIII (7593) – HindIII (738): 1498 bp 
Af gelelektroforesen på Figur 17 kan det udle-
des, at fragmenterne der er kørt i brønd 11, 12, 
13 og 16 har de forventede størrelser. Dog er 
det svært at skelne fragmenterne på 1466 bp 
og 1498 bp fra hinanden, idet de tilsammen 
danner et lidt tykkere bånd. Til gær-2-
hybridsystemet benyttes de plasmider, som 
er kørt i brønd 11 og 12.  
12.3 Fælles procedurer for forsøg 1 og 2 
I følgende afsnit gennemgås metoderne, der er foretaget fælles for forsøg 1 og 2.  
12.3.1 Transformation af gærceller 
For at benytte plasmiderne pGBKT7-NDRG2-L172D og pGBKT7-NDRG2-S305X i et gær-2-
hybridsystem transformeres de ind i gærceller. Til dette benyttes plasmider fra Miniprep 3 og 4 i 
forsøg 1 og Miniprep 11 og 12 i forsøg 2. Desuden er plasmidet pGADT7-Api5, som indeholder 
Gal4-AD og Api5, allerede transformeret i en anden gærstamme. Metoden er stort set identisk 
med transformation af E. coli. Gærceller er dog ikke lige så skrøbelige som bakterieceller grundet 
deres tykkere cellevægge. 
Figur 17 Gelelektroforese af pGBKT7-NDRG2-S305X skåret med 
HindIII. Brønd 11, 12, 13 og 16 viser tre tydelige bånd. Båndende 
omkring knapt 1500 bp danner tilsammen ét tykt bånd. Da frag-
menterne har den forventede størrelse antages det således, at 
mutationen S305X er indført.  
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For kun at opformere gærceller, som har optaget plasmiderne, udnyttes for alle pGBKT7-
plasmider genet phosphoribosyl-anthranilate isomerase (TRP1). Dette gen koder for et enzym, 
der medvirker til syntesen af det essentielle næringsstof tryptofan. På agarpladerne udelades 
derfor tryptofan, således at kun gærceller med de inkorporerede plasmider, kan overleve. 
pGADT7-plasmider indeholder beta-isopropylmalat dehydrogenase (LEU2), som koder for et 
enzym, der medvirker til syntesen af leucin. Derfor udelades leucin på agarpladerne ved trans-
formation af gærceller med alle pGADT7-plasmider. Ligeledes vil kun gærceller med inkorpore-
rede plasmider overleve. Transformationen er vellykket, idet gærcellerne overlevede. 
12.3.2 Formering af gærceller   
En metode til at indsætte plasmider fra for-
skellige gærstammer til den samme 
gærstamme, kaldes formeringsmetoden. Den-
ne udnytter en kønnet formering af to 
gærstammer af typen a og α, hvormed en ny 
stamme, aα, dannes. En a-celle kan kun parres 
med en α-celle, og ikke med en af samme type 
som sig selv. a-celler udsender en a-faktor, 
som signalerer a-cellens tilstedeværelse til α-
celler. Ligeledes udsender α-celler en α-faktor, 
der signalerer til a-celler. Dette gør, at cellerne 
udvides i retning mod hinanden og senere 
fusionerer [Alberts et al., 2008]. 
a-celler transformeres med pGBKT7-plasmider og α-celler transformeres med pGADT7-
plasmider. Transformerede gærceller formeres som opstillet i Tabel 3. Der benyttes en double 
droupout-agarplade (DDO-agarplade), hvor både tryptofan og leucin udlades, for dermed at 
undersøge hvorvidt plasmiderne er indført i gærcellerne. Således vil kun gærceller indeholdende 
begge plasmider overleve. Som positiv kontrol i gær-2-hybridsystemet foretages formering af 
pGBKT7-p53 og pGADT7-Tag, som med sikkerhed vil danne to interagerende fusionsproteiner. 
Figur 18 viser resultatet af DDO-pladen, og det ses at alle gærstammer vokser. Det kan derfor 
udledes, at alle formeringer er vellykkede. 
 
Figur 18 Resultaterne fra gær-2-hybridsystem på DDO pladen. Det 
ses at alle gærstammerne vokser, hvilket betyder at alle formerin-
gerne er vellykkede.   
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12.3.3 Gær-2-hybridsystem 
Der foretages et dublikat af gær-2-hybridsystemet for at optimere validiteten af resultaterne. Da 
resultaterne var ens, er det ene kun repræsenteret.  
Det er via formeringen lykkedes at formere de gærceller, som skal benyttes i gær-2-
hybridsystemet. Formeringerne pipetteres på en quadruple dropout-agaplade (QDOX-agaplade) 
med X-gal, men uden leucin, tryptofan, histidin og adenin. Kun gærceller med begge plasmider, 
og fusionsproteiner der interagerer, bliver blå og vokser på QDOX-pladen.  Tabel 3 danner en 
oversigt over, hvilke resultater, der forventes på pladen. 
Tabel 3 Forventede resultater i gær-2-hybridsystemet på QDOX pladen. Blanke felter indikerer de undersøgte kompleksdannelser 
som ikke kan forudsiges. De negative forventes ikke at danne kompleks, mens de positive forventes at danne kompleks. De grå felter 
indikerer at de to plasmider ikke udnyttes sammen i gær-2-hybridsystemet. 
 pGADT7 pGADT7-Api5 pGADT7-Tag 
pGBKT7 Negativ Negativ  
pGBKT7-NDRG2b Negativ Positiv  
pGBKT7-S305X (11) Negativ   
pGBKT7-S305X (12) Negativ   
pGBKT7-L172D (3) Negativ   
pGBKT7-L172S (4) Negativ   
pGBKT7-p53   Positiv 
 
I første kolonne af Tabel 3 mangler et eller flere fusionsproteiner, og der forventes derfor ingen 
kompleksdannelse. Dette gælder ligeledes for formerede gærceller med plasmiderne pGBKT7 og 
pGADT7-Api5, idet der også her kun vil dannes ét fusionsprotein mellem Gal4-AD og Api5. Som 
tidligere beskrevet benyttes pGBKT7-p53 og pGADT7-Tag som positiv kontrol, idet de som kendt 
interagerer og gærcellerne derfor vil vokse. De blanke felter angiver de uforudsigelige resultater, 
som er interessante for problemstillingen. Hvis der ingen kompleksdannelse forekommer og 
dermed ingen vækst af gærceller, betyder det at mutationen kan have interfereret ved et essen-
tielt domæne for bindingsstedet mellem NDRG2 og Api5. På baggrund af hypotesen forventes 
enten pGBKT7-NDRG2-L127D og pGADT7-Api5 eller pGBKT7-NDRG2-S305X og pGADT7-Api5 at 
være negativ, og der dermed ikke dannes kompleks. Grå felter angiver, at der ikke eksperimen-
teres med de pågældende proteiner. Som ekstra kontrol foretages gær-2-hybridsystemet to 
gange.  
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Figur 19 Resultaterne fra gær-2-hybridsystem på QDOX 
pladen. Kontroller er som forventede. Det ses at NDRG2- 
S305X (11 og 12) og Api5 danner kompleks, da den er blå 
og dermed vokser. Dette indikerer at regionen efter / -
hydrolase-domænet ikke er essentiel for kompleksdannel-
sen mellem Api5 og NDRG2. Det ses ydermere, at der ikke 
er kompleksdannelse mellem NDRG2-L172D (3 og 4) og 
Api5. Dette indikerer, at α-helix 6 er essentiel for kom-
pleksdannelsen mellem Api5 og NDRG2. Forsøget blev 
udført to gange, men da resultaterne var ens for begge 
forsøg vises kun den ene agarplade.   
Resultaterne i Figur 19 viser, at alle kontrollerne er lykkedes og er som forventede. Kompleks-
dannelsen mellem Api5 og de dannede proteiner fra Miniprep 3, 4, 11 og 12 er det væsentlige i 
det eksperimentelle arbejde. 3 og 4 er Miniprep fra 
forsøg 1, mens 11 og 12 er Miniprep fra forsøg 2.  
På figuren ses det, at Api5 danner kompleks med 
både 11 og 12, da de begge er blå og dermed sta-
dig vokser. Dette indikerer, at det ikke er regionen 
efter / -hydrolase-domænet, der er essentiel for 
kompleksdannelsen mellem Api5 og NDRG2. Der-
imod danner Api5 hverken kompleks med 3 eller 4, 
da de ikke har overlevet og er derfor ikke blå.   
Hypotesen foreslår, at bindingsstedet mellem Api5 
og NDRG2 enten er i regionen efter / -hydrolase-
domænet eller i -helix 6 regionen. At Api5 danner 
kompleks med 3 og 4 indikerer, at bindingsstedet 
findes i -helix 6 regionen. 
 
 
  
 25 
 
13 Diskussion  
I følgende afsnit diskuteres projektets resultater og hvilke konklusioner, der heraf kan drages. 
Der vil i denne sammenhæng tages forbehold for væsentlige fejlkilder og usikkerheder ved det 
eksperimentelle arbejde, for dermed at undersøge validiteten af resultater og konklusioner.  
I projektet foretages et duplikat af gær-2-hybridsystemet. Resultaterne af de to forsøg er identi-
ske, og ydermere benyttes to plasmider for hver mutation, der ligeledes viser samme resultater. 
Dette er en vigtig faktor, som øger pålideligheden af projektets resultater. 
Resultater fra gær-2-hybridsystemet viser, at α-helix 6 i NDRG2 sandsynligvis er essentiel for 
kompleksdannelsen med Api5. Domænet efter α/β-hydrolasedomænet i NDRG2 medvirker tilsy-
neladende ikke til interaktion med Api5. Da alle eksperimentets kontrolforsøg er som forvente-
de, vurderes det, at resultaterne er valide. Ved eksperimentelt arbejde som dette vil der dog 
altid være en række usikkerheder, og de mange indledende forsøg inden selve gær-2-
hybridsystemet øger denne usikkerhed. Netop derfor er der undervejs udført sikkerhedstjek i 
form af restriktionsanalyser, som påviser mutationernes indførelse. 
Gær-2-hybridsystemet udnytter gærcellers mange ligheder med humane celler, da gærceller er 
eukaryote og har mange af de samme cellulære processer som humane celler [Campbell et al., 
2011]. Bakterieceller er lettere at arbejde med, da de vokser hurtigere. Men da de er prokaryote 
og dermed har langt simplere intracellulære processer, udgør de ikke et godt modelsystem for 
humane celler. Det er dog muligt at bruge bakterieceller under opformeringen af de ønskede 
plasmider og derved udnytte den høje vækstrate. I 2006 viste Morris og kolleger, at Api5 hæm-
mer E2F-induceret apoptose in vivo ved brug af bananfluen Drosophila [Morris et al., 2006]. 
Drosophila udgør et godt modelsystem for humane celler, som er let at arbejde med og derfor 
også er hyppigt brugt. Da det menneskelige genom er langt større end de nævnte modelsyste-
mer, kan andre gener i humane celler have betydning for de intracellulære processer, eksempel-
vis kompleksdannelsen i dette projekt. Resultater fra modelsystemer kan derfor aldrig direkte 
overføres til at gælde for humane celler. Det kan således ikke med sikkerhed konkluderes, at 
NDRG2 og Api5 danner kompleks i humane celler. 
Trods mange fordele ved gær-2-hybridsystemet, vil det alligevel altid være forbundet med usik-
kerheder. Hvis en mutation i proteinet forårsager en strukturændring andet steds end ved muta-
tionen, kan denne ændring forhindre en kompleksdannelse. Dette resultat vil være falsk-
negativt, og der bør henledes en opmærksomhed på, at det område, hvori mutationen er place-
ret, ikke endeligt kan konkluderes som værende essentielt for bindingsstedet. Det har i dette 
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projekt ikke været muligt at påvise eventuelle falsk-negative resultater, men det kan konklude-
res at domænet sandsynligvis er essentielt for proteininteraktionen. For at udelukke en konfor-
mationsændring af andre regioner end α-helix 6, og dermed et falsk-negativt resultat, kunne 
videre undersøgelser klargøre 3D-strukturen af NDRG2-L127D. Dette kunne eksempelvis forsø-
ges med en røntgenkrystallografi som Hwang og kolleger, eller ved at benytte en SWISS-MODEL. 
Dette er et webbaseret system, der ud fra aminosyresekvensen kan forudse proteinstrukturer 
[Swiss Institute of Biomechanics, 2011].   
For at udelukke, at et falsk-negativt resultat skyldes manglende syntese af et eller flere fusions-
proteiner, kan der foretages et Western Blot. Denne metode har til formål at undersøge, om 
proteinerne er udtrykt i gærcellerne, og om de har de forventede størrelser [Berg et al., 2001].   
I gær-2-hybridsystemet dannes to fusionsproteiner, BD-NDRG2 og AD-Api5. Teoretisk set bør 
NDRG2 og Api5 bevare den sædvanlige struktur, idet Gal4-bindingsdomænerne og de undersøg-
te proteiner foldes uafhængigt af hinanden. Der er dog tale om kunstige proteiner og protein-
strukturen kan derfor modificeres. Dette kan forhindre en kompleksdannelse, som normalvis 
ville forekomme – og dermed fås et falsk-negativt resultat. Da gær-2-hybridsystemet i dette pro-
jekt har vist positive resultater i kontrollen med AD-Api5 og BD-NDRG2, forventes dette ikke at 
være tilfældet. Yderligere er der som en ekstra sikkerhed foretaget en positiv kontrol med TAg 
og p53, som interagerer som forventet. Derudover kan falsk-negative resultater skyldes forskelle 
på posttranslationelle modifikationer af proteiner i henholdsvis gærceller og humane celler 
[Sobhanifar, 2003]. Der er således tale om modifikationer af de translaterede proteiner eksem-
pelvis i form af kløvning, fosforylering eller glykolysering [Campbell et al., 2011]. 
I dette projekt benyttes metoden formering af gærceller frem for co-transformation. Ved co-
transformation transformeres de to forskellige plasmider ind i én gærcelle. Ved formering trans-
formeres de to plasmider ind i forskellige gærceller, som herefter formeres. Tiden kan have en 
afgørende betydning, da gærcellerne her har større mulighed for at syntetisere fusionsprotei-
nerne. Ved formering parres gærcellerne først når fusionsproteinet i hver gærcelle er udtrykt. 
Dermed sikres det, at fusionsproteinerne med det samme kan danne kompleks og initiere trans-
skriptionen af reportergenet. Gærcellerne når på denne måde ikke at dø, som det kan være til-
fældet ved co-transformation. I co-transformation produceres fusionsproteinerne efter trans-
formationen, og de essentielle næringsstoffer kan derfor i nogle tilfælde ikke nå at syntetiseres 
før cellen dør [Alberts et al., 2008]. Valget af metode kan derfor have stor betydning for resulta-
terne, og det vurderes på baggrund af de positive resultater, at formeringen har været optimal. 
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Der benyttes i forsøg 1 og forsøg 2 forskellige metoder til at danne plasmider, som indeholder de 
ønskede mutationer. I først omgang blev site-directed mutagenese forsøgt i begge tilfælde, men 
da dette ikke lykkedes for mutationen L172D, blev ligering benyttet til sammenføjning af den 
skårede vektor pGBKT7 og NDRG2-L127D. Ligering lader umiddelbart til at være en mere sikker 
metode end site-directed mutagenese, idet det allerede er påvist ved en sekventering, at muta-
tionen er indført i NDRG2. Det er dog muligvis en mere omstændig metode, idet indledende 
forsøg er nødvendig til indførsel af mutationen i genet. Disse er ikke nævnt under resultater, da 
pSDM er leveret på forhånd. Under selve ligeringen kan der også opstå fejl. En restriktionsanaly-
se af pGBKT7-NDRG2-L127D har påvist, at ligeringen er forløbet som forventet. På en gelelektro-
forese kan det eksakte antal basepar i NDRG2-L127D dog ikke aflæses, men kun skønnes. I nogle 
tilfælde ses det, at nukleaser* fra celler der stammer fra omgivelserne, eksempelvis hænderne, 
kan interferere ved ligering. Disse nedbryder enkelte basepar i DNA-fragmenter på en sådan 
måde, at ligering endnu er mulig. Der er derfor en sandsynlighed for, at NDGR2-L172D er en 
smule forkortet, og at dette ikke kan ses på en gelelektroforese. En sådan ændring kunne have 
betydning for foldning af proteinet, og dermed resultatet i gær-2-hybridsystemet. For at sikre 
denne mulige fejlkilde, kunne der foretages en sekventering af pGBKT7-NDRG2-L127D efter lige-
ring.  
Det kan på baggrund af nuværende resultater ikke afgøres, hvorvidt α-helix 6 i NDRG2 er bin-
dingssted for Api5. Videre studier bør således undersøge, om der er fremkommet falsk-negative 
resultater. Som beskrevet i hypotesen er der dog gode grunde til at antage α-helix 6 som væren-
de bindingssted, og resultaterne indikerer, at dette sandsynligvis er tilfældet. 
14 Konklusion 
Den hydrofobe aminosyre leucin i α-helix 6 domænet blev muteret til asparaginsyre, hvorved 
NDRG2 ikke dannede kompleks med Api5. Dette indikerer at α-helix 6 domænet er essentielt for 
NDRG2’s binding til Api5. Aminosyrerne efter α/β-hydrolase domænet vurderes ikke at være 
essentielle for bindingen, da en binding stadig var mulig efter stykket blev fjernet.  
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15 Perspektivering 
Projektets resultater giver anledning til videre undersøgelse med henblik på nye behandlingsmu-
ligheder af cancer. Det næste skridt i processen kunne være, at finde det præcise bindingssted 
for NDRG2 til Api5, med hensigten om at skabe et kunstigt protein med samme bindingssted 
som NDRG2. Dermed kunne Api5’s antiapoptotiske funktion potentielt nedreguleres. 
Det kunne være interessant at undersøge præcis hvilke mekanismer, der ligger bag nedregule-
ringen af NDRG2 i flere cancertyper. Det er allerede kendt, at c-myc via Miz-1 kan hæmme 
NDRG2-ekspression og at c-myc desuden er opreguleret i adskillige cancertyper. Derudover kan 
hæmningen skyldes methylering af NDRG2-promoteren* eller mikroRNA regulering [Lorentzen & 
Mitchelmore, 2012]. Hvorfor c-myc ofte er opreguleret i cancer, og hvilke mutationer dette 
eventuelt kan skyldes, kunne således være interessante at undersøge. Disse forskellige regule-
ringsmekanismer af NDRG2, samt sandsynligvis flere ukendte, kunne være gode mål for cancer-
behandling. Såfremt det er muligt at forhindre en hæmning af NDRG2-ekspression, vil dette mu-
ligvis være en måde, hvorpå udviklingen af nogle cancertyper kan bremses. Ligeledes vil regule-
ring af Api5 være et oplagt forskningsområde.  
 
Videre forskning af NDRG2 og dets interaktion med Api5 er nødvendig for at klargøre, hvilken 
rolle denne kompleksdannelse spiller i udviklingen af cancer. Det kunne blandt andet være inte-
ressant at undersøge, hvorledes E2F-induceret apoptose afhænger af niveauet af NDRG2. Morris 
og kolleger påviste Api5’s hæmning af E2F-induceret apoptose i humane celler, ved at dels lade 
cellerne vokse med et normalt niveau af E2F og dels en opregulering af E2F. Opreguleringen af 
E2F forårsagede apoptose, men ved en opregulering af Api5 formåede cellerne at vokse uden 
påvirkning af den E2F-inducerede apoptose [Morris et al., 2006]. Dermed kunne man tilføre en 
øget mængde NDRG2 og Api5 til celler med henholdsvis normalt niveau af E2F og celler med 
øget niveau af E2F. Hvis cellerne med et øget E2F-niveau ikke vokser uhæmmet, men derimod 
påvirkes af den E2F-inducerede apoptose, kan det påvises at NDRG2 inhiberer Api5’s an-
tiapoptotiske funktion. Dette ville være en metode til at eftervise projektets model. 
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17 Appendix 
17.1 Materialeliste 
Forsøg Materialer 
Site-directed mutagenese Pfu reaction (buffer x 10) 
dsDNA template – pGBKT7-NDRG2b (20 ng/µl) 
Mutagenic primer #1 (L172D og S305X) (100 ng/µl) 
Mutagenic primer #2 (L172D og S305X) (100 ng/µl) 
dNTPs (10 mM) 
ddH2O 
PfuUltra HF DNA polymerase (2.5 U/µl) 
DpnI (restriktionsenzym) (10 U/µl) 
Restriktionsskæring NEB2 (buffer x 10) 
Sal (buffer x 10) 
Plasmid DNA (pSDM og pGBKT7) 
Xhol restriktionsenzym 
Ncol restriktionsenzym 
SalI restriktionsenzym 
HindIII restriktionsenzym 
H2O 
Ligering pGBKT7 vektor (skåret med SalI og Ncol og oprenset) 
NDRG2b-L172D fragment 
DNA-Ligase 
H2O 
Ligering (buffer x 5) 
Transformation af E. coli  
XL 10-Gold celler 
Kompetente E. coli XL 10-Gold celler 
Plasmid med inkorporeret vektor 
S.O.C. medie 
Tørre agarplader 
Kanamycin 
Podning 
 
LB medie/ S.O.C medie 
Kanamycin 
Miniprep DNA Resuspension Solution 
Lysis Solution 
Neutralization Solution 
Column Preperation Solution 
Bakterieceller med optagede plasmider 
Optional Wash Solution 
Wash Solution 
Elution solution 
Gelelektroforese Loading dye 
Agarosegel 
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Transformation af gærceller ssDNA 
Kompetente gærceller (AH109) 
Sterilt PEG/LiAc opløsning 
Dimethyl sulfoxid 
YPDA/Kanamycin medie (x 0.5) 
DDO-agarplader uden Tryptofan 
Formering af gærceller YPDA (x 2) 
AH109 culture 
Y187 culture 
Gær-2-hybridsystem DDO plade (uden leucin og tryptofan) 
QDOX plade (med X-gal, uden leucin, tryptofan, histidin, 
adenin)  
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17.2 Forsøg 1 fremgangsmåde 
Følgende beskriver fremgangsmåden for forsøget med leucin mutationen, L172D. Fra pSDM-
plasmidet skæres NDRG2-L172D stykket ud. Vektoren pGKBT7 skæres med NcoI og SalI hvori 
NDRG2-L172D fragmentet indsættes ved ligering. 
Skæring af pSDM og pGBKT7 
5 µl pSDM plasmid skæres i en tube. Følgende tilsæt-
tes: 
- 4 µl NEB2 buffer  
- 29 µl H2O så den totale volumen bliver 40 µl 
- 1 µl Xhol restriktionsenzym  
- 1 µl Ncol restriktionsenzym  
(restriktionsenzymer tilsættes sidst) 
5 µl pGBKT7 plasmid skæres i en tube. Følgende tilsæt-
tes: 
- 4 µl Sal buffer 
- 29 µl H2O så den totale volumen bliver 40 µl 
- 1 µl SalI restriktionsenzym 
- 1 µl Ncol restriktionsenzym 
(restriktionsenzymer tilsættes sidst) 
Der inkuberes i 2 timer ved 37 oC.  
Tuberne indeholdende de skårede DNA fragmenter 
sættes i brønde i en gelelektroforese, hvormed de 
fragmenter der skal ligeres, skæres ud af gelen. 
  
36 
 
Ligering 
I en tube tilsættes: 
-  2 µl 7,3 kb pGBKT7 vektor skåret med NcoI og SalI (7277 
bp) 
-  10µl 1,1 kb NDRG2-L172D-fragment  
- 4 µl Ligeringsbuffer 
-  1 µl DNA-Ligase 
- 3 µl H2O tilsættes, således at opløsningen har en volu-
men på 20 µl.  
I en anden tube tilsættes som kontrol: 
- 2 µl 7,3 kb pGBKT7 skåret med NcoI og SalI (7277 bp) 
Ligeringerne inkuberes i præcis 5 minutter ved 20 oC og sættes derefter på is. 
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Transformation af E. coli XL 10-Gold celler 
Tuberne med DNA klargøres og sættes på is. Kompe-
tente E. coli XL 10-Gold celler optøs umiddelbart før 
brug og sættes på is. 
I en tube tilsættes: 
- 10 μl af DNA (pGBKT7-NDRG2-L172D) 
- 100 μl E. coli XL 10-Gold celler 
Der blandes forsigtigt, og inkuberes på is i mindst 30 
minutter.  
Blandingen gives et varmechok i vandkar ved 42 °C i 
præcis 45 sekunder. Efter varmechokket overføres 
tuben direkte til is. 
250 μl S.O.C. medie tilføjes til hver tube og blandingen 
rystes ved 37 °C i cirka 2 timer. Derefter spinnes blan-
dingen hurtigt.  
Kontrolforsøg er i dette projekt kun foretaget for for-
søg 2, der plades følgende: 
- Test: 100 μl celler med pGBKT7-NDRG2-L172D 
- Rest: Celler med pGBKT7-NDRG2-L172D 
 
Podning  
I en stor tube tilsættes: 
- 35 ml LB medie  
- 35 μl kanamycin.  
Blandingen fordeles i 6 mindre tuber, med 5 ml i hver. Bakterier fra 
agarplader tilsættes ved at prikke en tandstikker i en koloni, som 
sættes ned i væsken i tuberne. Herefter rystes tuberne natten over 
ved 37oC. 
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Miniprep DNA 
2 ml af celleblandningen fra podning centrifugeres i 5 minut-
ter, således at cellerne bundfælder og mediet ligger øverst 
og kan pipetteres væk. For at resuspendere cellerne tilsæt-
tes 200 μl Resuspension Solution, og blandingen pipetteres 
op og ned, så cellerne opløses.   
200 μl Lysis Solution tilsættes, og tuberne vendes forsigtigt. 
350 μl Neutralization Solution tilsættes indenfor 5 minutter. 
Tuben vendes 4-6 gange. 
Blandingen centrifugeres i 10 minutter for at dele cellere-
sterne og plasmiderne.  
Lysat, som indeholder plasmiderne, opsamles med pipette 
og de bundfældede cellerester smides ud.  
I en collection tube tilsættes 500 μl Column Preparation 
Solution for at klargøre filteret, og blandingen spinnes i 1 
minut, hvorefter overskydende væske hældes fra. Lysat-
blandningen tilsættes den klargjorte collection tube og spin-
nes i 1 minut hvorved DNA´et indfanges i filteret. Oversky-
dende væske fjernes.  
For at undgå nukleaser, der katalyserer nedbrydningen af 
DNA, tilsættes 500 μl Optional Wash Solution og tuben spin-
nes 1 minut, hvorefter overskydende væske hældes fra. 
700 μl Wash Solution tilsættes, tuben spinnes 1 minut og 
overskydende væske hældes fra.  
Tuben spinnes 1 minut for at tørre, og filteret overføres til 
en ny collection tube.  
Derefter tilsættes 50 μl elution solution og efter 1 minut 
spinnes den i 1 minut. 
Plasmiderne er nu opsamlet i collection tuben og er klar til 
restriktionsskæring. 
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Skæring af plasmider med mutationer 
I en tube tilsættes: 
- 2 μl Miniprep DNA 
- 2 μl NEB2 buffer 
- 15 μl H2O 
- 1 μl HindIII enzym til sidst. 
Blandingen inkuberes i 2 timer ved 37° C 
For at øge succesraten kan man lave flere tuber. 
5 μl loading dye tilsættes 12 μl af blandingen og en gelelek-
troforese køres.  
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Transformation af gærceller 
10 mg/ml enkeltstrenget DNA denatureres ved at koge i 
5 minutter og kommes herefter på is. Derefter blandes i 
en eppendorftube:  
- 10 µl ssDNA  
- 2 µl plasmid DNA  
Det enkeltstrengede DNA medvirker til indførelsen af 
plasmid DNA i gærcellerne. Der tilføjes 600 µl sterilt 
PEG/LiAc opløsning, hvorefter dette rystes i 10 sekun-
der, og blandingen inkuberes ved 30° C i 30 minutter 
ved rystning under 200 rounds per minute (rpm). I mel-
lemtiden opvarmes en varmeblok til 42° C. 
70 µl DMSO tilsættes, hvorefter der blandes forsigtigt. 
Blandingen gives et varmechok i 15 minutter ved 42° C 
og nedkøles på is efterfølgende et par minutter. Til sidst 
spinnes tuberne i 30 sekunder ved højeste hastighed. 
Overskydende væske hældes fra og cellerne renature-
res ved at tilsætte 200 µl YPDA/kanamycin medie. Der 
pipetteres op og ned for at sikre, at det hele er opløst.  
100 µl af opløsningen plades ud på DDO-agarplader 
uden Tryptofan, kommes i plastikposer og herefter i 
varmeskab ved 30° C i 3-5 dage.  
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Formering af gærceller 
Fra de to agarplader podes gærkolonier og kommes i sepa-
rate eppendorftuber indeholdende 1 ml YPDA blanding. I 
alt skal der laves 13 formeringer og der forberedes 13 tuber 
med 25 µl af hver gærkoloni, som skal formeres sammen 
med 150 µl YPDA blanding, 25 µl AH109 culture og 25 µl 
Y187 culture. Tuberne står under rystning natten over. 
 
Gær-2-hybridsystem 
Hver formering plades ud på 2 agarplader. En DDO plade 
uden leucin og tryptofan og en QDOX plade uden leucin, 
tryptofan, histidin og adenin, men med X-gal. Disse står 3-5 
dage, hvorefter resultaterne kan aflæses (se afsnit 12.3.3)  
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17.3  Forsøg 2 fremgangsmåde 
Følgende beskriver fremgangsmåden for forsøget med stop-codon-mutationen, S305X. Da det 
kun er mutagenesen, der ikke indgår i fremgangsmåden for forsøg 1, er denne den eneste, som 
beskrives nøjagtigt i dette afsnit. Afvigelser fra forsøg 1 er indført i et afsnit efterfølgende. 
Site-directed mutagenese 
Frosne stoffer tøs op og i en PCR tube blandes: 
- 5 μl Pfu reaction buffer 
- 3 μl dobbeltstrenget vektor (pGBKI7-NDRG2) 
- 1,25 μl mutagenic primer 1 (top) 
- 1,25 μl mutagenic primer 2 (bund) 
- 1 μl dNTPs 
- 37,5 μl ddH2O, således at total volumen er på 50 
μl  
- 1 μl PfuUltra HF DNA polymerase tilsættes til sidst 
Tuben spinnes i få sekunder, så blandingen falder til 
bunds. 
Enzymerne bliver først taget ud, lige inden de skal bruges, 
så de bliver holdt inaktive så længe som muligt.  
Derefter skal tuben i en PCR maskine:  
Første gang på 95° C i 30 sekunder, 18 gange igennem 
følgende: 
30 sekunder på 95° C 
1 minut på 55° C 
8 minutter på 68° C 
For at nedbryde de originale methylerede DNAstrenge 
tilsættes 1 μl DpnI, som er et restriktionsenzym, og til sidst inkuberes der 1 time ved 37° C. 
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Afvigelser fra forsøg 1 
Transformationen af E. coli XL 10-Gold celler: 
 S.O.C. medie benyttes i stedet for LB medie. 
Følgende plader forberedes: 
- Kontrol 1: 100 μl celler og kanamycin 
- Kontrol 2: 100 μl celler med pGBKT7-NDRG2 og kanamycin 
- Kontrol 3: 100 μl celler uden kanamycin 
- Test: 100 μl celler med pGBKT7-NDRG2-S305X 
- Rest: Celler med pGBKT7-NDRG2-S305X 
Skæring af plasmider med mutationer: 
Der tilsættes 14.5 µl H2O i stedet for 15 µl og 0.5 µl HindIII restriktionsenzym i stedet for 1 µl. 
Der tilsættes dermed 3 µl DNA i stedet for 2 µl, for at den totale volumen stadig er 20 µl.  
I den udførte gelelektroforese tilsættes 1 µl loading dye i stedet for 5 µl og 5 µl DNA i stedet for 
12 µl. 
17.4 Sekventering af pSDM 
Følgende er en sekventering af pSDM med T7 primer. De tre baser markeret med gul, angiver 
mutationens indførelse.  
Sequence results 31-03-2012 
> 3-66 4_T7 -- 10..983 of sequence 
CGCGATTCGCCCTTCTCGAGACCATGGCGGAGCTGCAGGAGGTGCAGATCACAGAGGAGA 
AGCCACTGTTGCCAGGACAGACGCCTGAGGCGGCCAAGACTCACTCTGTGGAGACACCAT 
ACGGCTCTGTCACTTTCACTGTCTATGGCACCCCCAAACCCAAACGCCCAGCGATCCTTA 
CCTACCACGATGTGGGACTCAACTATAAATCTTGCTTCCAGCCACTGTTTCAGTTCGAGG 
ACATGCAGGAAATCATTCAGAACTTTGTGCGGGTTCATGTGGATGCCCCTGGAATGGAAG 
AGGGAGCCCCTGTGTTCCCTTTGGGATATCAGTACCCATCTCTGGACCAGCTTGCAGACA 
TGATCCCTTGCGTCCTGCAGTACCTAAATTTCTCTACAATAATTGGAGTTGGTGTTGGAG 
CTGGAGCCTACATCCTGGCGAGATATGCTCTTAACCACCCGGACACTGTTGAAGGTCTTG 
TCCTCATCAACATTGATCCCAATGCCAAGGGTTGGATGGATTGGGCAGCCCACAAGGATA 
CAGGCCTCACCTCTTCCATTCCGGAGATGATCCTTGGACATCTTTTCAGCCAGGAAGAGC 
TCTCTGGAAATTCTGAGTTGATACAAAAGTACAGAAATATCATTACACATGCACCCAACC 
TGGATAACATTGAATTGTACTGGAACAGCTACAACAACCGCCGAGACCTGAACTTTGAGC 
GTGGAGGTGATATCACCCTCAGGTGTCCTGTGATGCTGGTGGTAGGAGACCAAGCACCTC 
ATGAAGATGCAGTGGTGGAATGTAACTCAAAACTGGACCCCACCCAGACCTCGTTCCTCA 
AGATGGCTGACTCCGGAGGTCAGCCCCAGCTGACTCAGCCAGGCAAGCTGACCGAGGCCT 
TCAAGTACTTCCTGCAAGGCATGGGCTACATGGCCTCATCCTGCATGACTCGCCTGTCCC 
GGTCTCGTACAGCC 
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17.5 Mislykkede forsøg 
Forsøg 1: L172D 
I første omgang er L172D forsøgt inkorporeret ved brug af site-directed mutagenese, Quick 
Change II. 
Transformation af E. coli 
Da der ikke er nogen vækst på de sidste to plader, er enten mutagenesen eller transformationen 
mislykket. Da kontrolforsøgene er gået som forventet, er det sandsynligvis mutagenesen, som 
ikke er udført korrekt. Af denne grund laves forsøg 1 igen fra starten, uden kontrol. 
Tabel 3 Transformation af E. coli XL Gold celler over forsøg 1 
 pGBKT-
NDRG2 
+ kanamycin 
(kontrol 1) 
÷ pGBKT-
NDRG2 
+kanamycin 
(kontrol 2) 
÷ pGBKT-
NDRG2 
÷ kanamycin 
(kontrol 3) 
pGBKT-NDRG2-
L172D (100 µl) + 
kanamycin 
pGBKT-NDRG2-
L172D (rest) 
+ kanamycin 
Bakterie- 
kolonier 
Delvis vækst Ingen Markant 
vækst 
Ingen vækst Ingen vækst 
 
Ved andet forsøg går transformationen som forventet, da der er vækst på de sidste to plader. 
Første skæring af pGBKT7-NDRG2-L172D 
Fragmenterne bør have størrelserne som ses i 
afsnit 12.1.7. 
Som det ses i Figur 20 har fragmenterne de 
forventede størrelser. Da det ikke herudfra kan 
afgøres, om mutationen er indført, sendes 
plasmiderne til sekventering. 
 
  
Figur 20 Forventede fragmentstørrelser. Brøndene 1-6 
viser de forventede fragmentstørrelser for mutationen 
L172D. 
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Sekventering af pGBKT7-NDRG2-L172D 
Sekventering viser, at L172D ikke er indført i plasmidet, da CTA ikke er muteret til GAT. Dette er 
markeret med gul i følgende resultat. 
Sequencing Summary 12.3.2012 
          
Template              Primer                Status     LeftClip 
RightClip  Length 
------------------------------------------------------------------------
--------- 
10 1                T7                    PASSED             14 - 1032  
1018 
10 2                T7                    PASSED             14 - 1051  
1037 
10 3                T7                    PASSED             14 - 1047  
1033 
10 4                T7                    PASSED             15 - 1051  
1036 
10 5                T7                    PASSED             16 - 1000  
984 
10 6                T7                    PASSED             13 - 1027  
1014 
 
Fasta sequences: 
  
10 1_T7 -- 14..1032 of sequence 
GAGCAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATATGGCCATGGCGGAGCTGCAGGAGGTGC 
AGATCACAGAGGAGAAGCCACTGTTGCCAGGACAGACGCCTGAGGCGGCCAAGACTCACT 
CTGTGGAGACACCATACGGCTCTGTCACTTTCACTGTCTATGGCACCCCCAAACCCAAAC 
GCCCAGCGATCCTTACCTACCACGATGTGGGACTCAACTATAAATCTTGCTTCCAGCCAC 
TGTTTCAGTTCGAGGACATGCAGGAAATCATTCAGAACTTTGTGCGGGTTCATGTGGATG 
CCCCTGGAATGGAAGAGGGAGCCCCTGTGTTCCCTTTGGGATATCAGTACCCATCTCTGG 
ACCAGCTTGCAGACATGATCCCTTGCGTCCTGCAGTACCTAAATTTCTCTACAATAATTG 
GAGTTGGTGTTGGAGCTGGAGCCTACATCCTGGCGAGATATGCTCTTAACCACCCGGACA 
CTGTTGAAGGTCTTGTCCTCATCAACATTGATCCCAATGCCAAGGGTTGGATGGATTGGG 
CAGCCCACAAGCTAACAGGCCTCACCTCTTCCATTCCGGAGATGATCCTTGGACATCTTT 
TCAGCCAGGAAGAGCTCTCTGGAAATTCTGAGTTGATACAAAAGTACAGAAATATCATTA 
CACATGCACCCAACCTGGATAACATTGAATTGTACTGGAACAGCTACAACAACCGCCGAG 
ACCTGAACTTTGAGCGTGGAGGTGATATCACCCTCAGGTGTCCTGTGATGCTGGTGGTAG 
GAGACCAAGCACCTCATGAAGATGCAGTGGTGGAATGTAACTCAAAACTGGACCCCACCC 
AGACCTCGTTCCTCAAGATGGCTGACTCCGGAGGTCAGCCCCAGCTGACTCAGCCAGGCA 
AGCTGACCGAGGCCTTCAAGTACTTCCTGCAAGGCATGGGCTACATGGCCTCATCCTGCA 
TGACTCGCCTGTCCCGGTCTCGTACAGCCTCTCTGACCAGTGCAGCATCCGTGATGGCA 
 
10 2_T7 -- 14..1051 of sequence 
GGACAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATATGGCCATGGCGGAGCTGCAGGAGGTGC 
AGATCACAGAGGAGAAGCCACTGTTGCCAGGACAGACGCCTGAGGCGGCCAAGACTCACT 
CTGTGGAGACACCATACGGCTCTGTCACTTTCACTGTCTATGGCACCCCCAAACCCAAAC 
GCCCAGCGATCCTTACCTACCACGATGTGGGACTCAACTATAAATCTTGCTTCCAGCCAC 
TGTTTCAGTTCGAGGACATGCAGGAAATCATTCAGAACTTTGTGCGGGTTCATGTGGATG 
CCCCTGGAATGGAAGAGGGAGCCCCTGTGTTCCCTTTGGGATATCAGTACCCATCTCTGG 
ACCAGCTTGCAGACATGATCCCTTGCGTCCTGCAGTACCTAAATTTCTCTACAATAATTG 
GAGTTGGTGTTGGAGCTGGAGCCTACATCCTGGCGAGATATGCTCTTAACCACCCGGACA 
CTGTTGAAGGTCTTGTCCTCATCAACATTGATCCCAATGCCAAGGGTTGGATGGATTGGG 
CAGCCCACAAGCTAACAGGCCTCACCTCTTCCATTCCGGAGATGATCCTTGGACATCTTT 
TCAGCCAGGAAGAGCTCTCTGGAAATTCTGAGTTGATACAAAAGTACAGAAATATCATTA 
CACATGCACCCAACCTGGATAACATTGAATTGTACTGGAACAGCTACAACAACCGCCGAG 
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ACCTGAACTTTGAGCGTGGAGGTGATATCACCCTCAGGTGTCCTGTGATGCTGGTGGTAG 
GAGACCAAGCACCTCATGAAGATGCAGTGGTGGAATGTAACTCAAAACTGGACCCCACCC 
AGACCTCGTTCCTCAAGATGGCTGACTCCGGAGGTCAGCCCCAGCTGACTCAGCCAGGCA 
AGCTGACCGAGGCCTTCAAGTACTTCCTGCAAGGCATGGGCTACATGGCCTCATCCTGCA 
TGACTCGCCTGTCCCGGTCTCGTACAGCCTCTCTGACCAGTGCAGCATCCGTTGATGGCA 
ACCGGTCCCGCTCTCGCA 
 
10 3_T7 -- 14..1047 of sequence 
GACAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATATGGCCATGGCGGAGCTGCAGGAGGTGCA 
GATCACAGAGGAGAAGCCACTGTTGCCAGGACAGACGCCTGAGGCGGCCAAGACTCACTC 
TGTGGAGACACCATACGGCTCTGTCACTTTCACTGTCTATGGCACCCCCAAACCCAAACG 
CCCAGCGATCCTTACCTACCACGATGTGGGACTCAACTATAAATCTTGCTTCCAGCCACT 
GTTTCAGTTCGAGGACATGCAGGAAATCATTCAGAACTTTGTGCGGGTTCATGTGGATGC 
CCCTGGAATGGAAGAGGGAGCCCCTGTGTTCCCTTTGGGATATCAGTACCCATCTCTGGA 
CCAGCTTGCAGACATGATCCCTTGCGTCCTGCAGTACCTAAATTTCTCTACAATAATTGG 
AGTTGGTGTTGGAGCTGGAGCCTACATCCTGGCGAGATATGCTCTTAACCACCCGGACAC 
TGTTGAAGGTCTTGTCCTCATCAACATTGATCCCAATGCCAAGGGTTGGATGGATTGGGC 
AGCCCACAAGCTAACAGGCCTCACCTCTTCCATTCCGGAGATGATCCTTGGACATCTTTT 
CAGCCAGGAAGAGCTCTCTGGAAATTCTGAGTTGATACAAAAGTACAGAAATATCATTAC 
ACATGCACCCAACCTGGATAACATTGAATTGTACTGGAACAGCTACAACAACCGCCGAGA 
CCTGAACTTTGAGCGTGGAGGTGATATCACCCTCAGGTGTCCTGTGATGCTGGTGGTAGG 
AGACCAAGCACCTCATGAAGATGCAGTGGTGGAATGTAACTCAAAACTGGACCCCACCCA 
GACCTCGTTCCTCAAGATGGCTGACTCCGGAGGTCAGCCCCAGCTGACTCAGCCAGGCAA 
GCTGACCGAGGCCTTCAAGTACTTCCTGCAAGGCATGGGCTACATGGCCTCATCCTGCAT 
GACTCGCCTGTCCCGGTCTCGTACAGCCTCTCTGACCAGTGCAGCATCCGTTGATGGCAA 
CCGGGTCCCGCTCT 
 
10 4_T7 -- 15..1051 of sequence 
GAGCAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATATGGCCATGGCGGAGCTGCAGGAGGTGC 
AGATCACAGAGGAGAAGCCACTGTTGCCAGGACAGACGCCTGAGGCGGCCAAGACTCACT 
CTGTGGAGACACCATACGGCTCTGTCACTTTCACTGTCTATGGCACCCCCAAACCCAAAC 
GCCCAGCGATCCTTACCTACCACGATGTGGGACTCAACTATAAATCTTGCTTCCAGCCAC 
TGTTTCAGTTCGAGGACATGCAGGAAATCATTCAGAACTTTGTGCGGGTTCATGTGGATG 
CCCCTGGAATGGAAGAGGGAGCCCCTGTGTTCCCTTTGGGATATCAGTACCCATCTCTGG 
ACCAGCTTGCAGACATGATCCCTTGCGTCCTGCAGTACCTAAATTTCTCTACAATAATTG 
GAGTTGGTGTTGGAGCTGGAGCCTACATCCTGGCGAGATATGCTCTTAACCACCCGGACA 
CTGTTGAAGGTCTTGTCCTCATCAACATTGATCCCAATGCCAAGGGTTGGATGGATTGGG 
CAGCCCACAAGCTAACAGGCCTCACCTCTTCCATTCCGGAGATGATCCTTGGACATCTTT 
TCAGCCAGGAAGAGCTCTCTGGAAATTCTGAGTTGATACAAAAGTACAGAAATATCATTA 
CACATGCACCCAACCTGGATAACATTGAATTGTACTGGAACAGCTACAACAACCGCCGAG 
ACCTGAACTTTGAGCGTGGAGGTGATATCACCCTCAGGTGTCCTGTGATGCTGGTGGTAG 
GAGACCAAGCACCTCATGAAGATGCAGTGGTGGAATGTAACTCAAAACTGGACCCCACCC 
AGACCTCGTTCCTCAAGATGGCTGACTCCGGAGGTCAGCCCCAGCTGACTCAGCCAGGCA 
AGCTGACCGAGGCCTTCAAGTACTTCCTGCAAGGCATGGGCTACATGGCCTCATCCTGCA 
TGACTCGCCTGTCCCGGTCTCGTACAGCCTCTCTGACCAGTGCAGCATCCGTTGATGGCA 
CCGGTCCCGCTCTCGCA 
 
10 5_T7 -- 16..1000 of sequence 
AGCAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATATGGCCATGGCGGAGCTGCAGGAGGTGCA 
GATCACAGAGGAGAAGCCACTGTTGCCAGGACAGACGCCTGAGGCGGCCAAGACTCACTC 
TGTGGAGACACCATACGGCTCTGTCACTTTCACTGTCTATGGCACCCCCAAACCCAAACG 
CCCAGCGATCCTTACCTACCACGATGTGGGACTCAACTATAAATCTTGCTTCCAGCCACT 
GTTTCAGTTCGAGGACATGCAGGAAATCATTCAGAACTTTGTGCGGGTTCATGTGGATGC 
CCCTGGAATGGAAGAGGGAGCCCCTGTGTTCCCTTTGGGATATCAGTACCCATCTCTGGA 
CCAGCTTGCAGACATGATCCCTTGCGTCCTGCAGTACCTAAATTTCTCTACAATAATTGG  
AGTTGGTGTTGGAGCTGGAGCCTACATCCTGGCGAGATATGCTCTTAACCACCCGGACAC 
TGTTGAAGGTCTTGTCCTCATCAACATTGATCCCAATGCCAAGGGTTGGATGGATTGGGC 
AGCCCACAAGCTAACAGGCCTCACCTCTTCCATTCCGGAGATGATCCTTGGACATCTTTT 
CAGCCAGGAAGAGCTCTCTGGAAATTCTGAGTTGATACAAAAGTACAGAAATATCATTAC 
ACATGCACCCAACCTGGATAACATTGAATTGTACTGGAACAGCTACAACAACCGCCGAGA 
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CCTGAACTTTGAGCGTGGAGGTGATATCACCCTCAGGTGTCCTGTGATGCTGGTGGTAGG 
AGACCAAGCACCTCATGAAGATGCAGTGGTGGAATGTAACTCAAAACTGGACCCCACCCA 
GACCTCGTTCCTCAAGATGGCTGACTCCGGAGGTCAGCCCCAGCTGACTCAGCCAGGCAA 
GCTGACCGAGGCCTTCAAGTACTTCCTGCAAGGCATGGGCTACATGGGCCTCATCCTGCA 
TGACTCGCCTGTCCCGGTCTCGTAC 
 
10 6_T7 -- 13..1027 of sequence 
GGACAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATATGGCCATGGCGGAGCTGCAGGAGGTGC 
AGATCACAGAGGAGAAGCCACTGTTGCCAGGACAGACGCCTGAGGCGGCCAAGACTCACT 
CTGTGGAGACACCATACGGCTCTGTCACTTTCACTGTCTATGGCACCCCCAAACCCAAAC 
GCCCAGCGATCCTTACCTACCACGATGTGGGACTCAACTATAAATCTTGCTTCCAGCCAC 
TGTTTCAGTTCGAGGACATGCAGGAAATCATTCAGAACTTTGTGCGGGTTCATGTGGATG 
CCCCTGGAATGGAAGAGGGAGCCCCTGTGTTCCCTTTGGGATATCAGTACCCATCTCTGG 
ACCAGCTTGCAGACATGATCCCTTGCGTCCTGCAGTACCTAAATTTCTCTACAATAATTG 
GAGTTGGTGTTGGAGCTGGAGCCTACATCCTGGCGAGATATGCTCTTAACCACCCGGACA 
CTGTTGAAGGTCTTGTCCTCATCAACATTGATCCCAATGCCAAGGGTTGGATGGATTGGG 
CAGCCCACAAGCTAACAGGCCTCACCTCTTCCATTCCGGAGATGATCCTTGGACATCTTT 
TCAGCCAGGAAGAGCTCTCTGGAAATTCTGAGTTGATACAAAAGTACAGAAATATCATTA 
CACATGCACCCAACCTGGATAACATTGAATTGTACTGGAACAGCTACAACAACCGCCGAG 
ACCTGAACTTTGAGCGTGGAGGTGATATCACCCTCAGGTGTCCTGTGATGCTGGTGGTAG 
GAGACCAAGCACCTCATGAAGATGCAGTGGTGGAATGTAACTCAAAACTGGACCCCACCC 
AGACCTCGTTCCTCAAGATGGCTGACTCCGGAGGTCAGCCCCAGCTGACTCAGCCAGGCA 
AGCTGACCGAGGCCTTCAAGTACTTCCTGCAAGGCATGGGCTACATGGGCCTCATCCTGC 
ATGACTCGCCTGTCCCGGTCTCGTACAGCCTCTCTGACCAGTGCAGCATCCGTGA 
 
 
Anden skæring af pGBKT7-NDRG2-L172D 
NDRG2-L172D er indført i pGBKT7 ved ligering, da mutagenesen ikke fungerede.  
Plasmidet skæres i første omgang fejlagtigt med de forkerte enzymer, XhoI og NcoI, og ikke Hin-
dIII som det burde. XhoI og NcoI bruges til at skære pSDM, og ikke pGBKT7. 
 
 
 
Der skæres efterfølgende med HindIII (se afsnit 12.1.7).  
Figur 21: Skæring af pGBKT7-NDRG2-L172D med XhoI og NcoI. Fragmenterne er ikke som forventet (se 
afsnit 12.1.7) 
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Forsøg 2: S305X 
Gelektroforese af pGBKT7-NDRG2-S305X 
På gelelektroforesen (se Figur 22) ses ikke de 
fire restriktionsfragmenter som forventet. Hin-
dIII har ikke skåret ved 2204 bp, og mutationen 
er derfor ikke indført. 
Der foretages igen podning, Miniprep DNA, 
skæring og gelelektroforese, som viser et posi-
tivt resultat (se afsnit 12.2). 
 
  
 
  
Figur 22 Gelelektroforese af pGBKT7-NDRG2-S305X. Det ses 
at mutationen ikke er indført, da der ikke ses fire fragmenter i 
hver brønd.  
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18 Forkortelser 
AAC-11  Anti-apoptosis Clone 11 
AD Aktiveringsdomæne 
Api5  Anti-apoptosis Inhibitor 5 
BD Bindingsdomæne 
Bp  Basepar 
E2F  E2 promoter binding factor  
EDTA Ethylen diamin tetra-acetat 
Gal-4 Galaktosidase 4 
KanR Kanamycinresistens 
Kb Kilobaser 
L172D  leucin, aminosyre 172, muteres til asparaginsyre 
NDRG  N-myc Downregulated Gene 
rpm Rounds per minute 
S305X Serin, aminosyre 305, muteres til et stopcodon 
SDS Natrium dodecyl sulfat 
TRP1 Phosphoribosyl-anthranilate isomerase  
UAS  Upstream Activating Sequence 
X-Gal  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside 
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19 Ordliste 
α/β-hydrolase-domæne  Domæne, som typisk findes i hydrolyserende enzymer. Domænet 
består af otte β-foldeplader kædet sammen af α-helixdomæner. 
Antiapoptotisk  Apoptosehæmmende. 
Apoptose  Programmeret celledød. 
Cellecyklus Går fra dannelse af cellen ved mitose, til at cellen selv, ved deling, 
danner to nye datterceller. Cyklen er overordnet opdelt i to faser; 
mitose og interfase. 
DNA-polymerase Et enzym, der gennemfører replikation af DNA.  
HindIII  Restriktionsenzym, der skærer ved AAGCTT. 
Hydrolase Hydrolyserende enzym, som katalyserer brydningen af en kemisk 
binding mellem to molekyler ved tilføjelse af H2O. 
Ligase   Et enzym, som katalyserer sammenføjningen af eksempelvis DNA. 
Lysering  Opløsning af cellemembranen. 
Metastatisk supressorgen Gen, som koder for et protein, der normalt inhiberer vækst af me-
tastaser. 
Methyleret DNA DNA tilført en methylgruppe (CH3-). 
Nuklease  Enzym der hydrolyserer DNA og RNA til nukleotider. 
Oligonukleotider Kort kæde af nukleotider. 
PCR-reaktion Polymerase chain reaction. En metode der bruges til at opformere 
dele af DNA-sekvenser in vitro.  
Promoter En nukleotidsekvens opstrøms fra et gen, som binder RNA og trans-
skriptionsfaktorer og derved initierer transskription. 
Proto-onkogen Et gen, som har potentiale til at blive et onkogen. Genet koder ofte 
for proteiner, der stimulerer cellevækst.  
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Reportergener   Et gen som typisk bruges i forskning til at undersøge, om et andet 
gen er blevet udtrykt af organismen, idet specifikke transskriptions-
faktorer er nødvendige for transskriptionen. Ekspressionen af et 
reportergen er ofte let at måle, og er derfor en god markør.  
Restriktionssite En specifik fire til otte basepar lang sekvens, som genkendes af 
restriktionsenzymer.  
RNA-polymerase Et enzym der medvirker til transskriptionen af RNA. 
Transskriptionsapparat RNA-Polymerase og transskriptionsfaktorer, som er nødvendige for 
initiering af transskriptionen.  
Transskriptionsfaktor Protein som regulerer transskriptionen af gener og dermed regule-
rer, hvorvidt et gen bliver udtrykt og i hvilken grad. 
Tumorsuppressorgen Gen, som koder for et protein, der inhiberer cellevækst.  
Vektor  Bærer eller transportør. I genetikken; de plasmider som anvendes 
til overførsel af gener fra donoren til værten. 
